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"Keitt Ding, kein Ich, keine Form, kein GrundIatz rind richer, alleI iIt in eimr //IlIichtbarw, aber
niemaii mhet1den lP'andlung begri.ffen." ROBERT MUSIL
1988 wurde von Sallie Chisholm und Mitarbeitern ein Bakterium beschrieben, das sie
wiilirend der Jahre zuvor bereits bei mehreren Forschungsfahrten mit dem Ziel der
Aufklarung der Picoplanktongesellschaft in Ozeanen anhand seiner "durchfluBzyrome-
trischen Signifikanz" beobachten konnten. Analysen nach Fluoreszenzverhalten und
Seitwarrsstreulicht lief3en durch rote start orange Autofluoreszenz eine deutlich von den
bisher bekannten autotrophen Prokaryonten im Picoplankton verschiedene Population
erkennen, die sich vom ebenfalls rot fluoreszierenden, eukaryontischen Picoplankton durch
die geringere GroBe unterschied. 1m Nordatlantik und Pazifik konnte diese Population nur
an zwei von insgesamt 67 Beprobungsstellen nicht gefunden werden, und die Populations-
grof3e bewegre sich zwischen 5 x 10' und 1,2 X 10' Zellen pro Milliliter Meerwasser. Die
hochsten Zellzahlen wurden dabei in den tieferen Schichten der euphotischen Zone ermittelt
(Chisholm et aI., 1988). Proben, die aus einer Tiefe von 100 Metern genommen wurden,
zeigren unter dem Lichtmikroskop kleine kokkoide bis stabchenformige Zellen. Elektronen-
mikroskopische Aufnahmen lieBen den Unterschied zu den groBeren, aber zahlenmaBig
unterlegenen Synechococc1lI-Zellen deutlich werden: wahrend bei letzteren die Thylakoide weit
auseinander lagen, waren sie bei den neu entdeckten Organismen dicht gepackt (Chisholm et
aI., 1988) und erinnerren damit an Thylakoide, wie sie bei Prochlorophyten beschrieben
worden waren (Lewin, 1981). Die Analyse der Pigmentzusammensetzung iiber HPLC zeigre
Chlorophyll b, Zeaxanthin, a-Carotin und Spuren eines anderen, nicht naher charakterisier-
ten Pigments. Das Auftreten von Chlorophyll b wurde als weitere Bestiitigung fur die Zuge-
horigkeit der Organismen zu den Prochlorophyten gewerret (Chisholm et aI., 1988). Auf3er-
dem konnte ein neuer Typ von Chlorophyll a, das Divinyl-Chlorophyll a (Chisholm et al.,
1988; Goericke und Repeta, 1992) gefunden werden. Dieses Molekiil lieferre erste Hinweise,
daB die neuen Organismen wohl auch in oberen Wasserschichten auftreten konnen und ubi-
quitarer vorkommen. Fiir den subtropischen Atlantik (Vddhuis und Kraay, 1990) und die
Sargassosee (Goericke und Repeta, 1992) konnte namlich das Auftreten von Divinyl-
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Chlorophyll a mit der Anwesenheit der neuen Organismen korreliert werden. So wurden
friihere Berichte iiber das Auffinden dieses Molekiils im tropischen Atlamik und in der
Bandasee in neues Licht geriickt und sprachen fiir eine weitere Verbreitung der picoplankto-
nischen Prochlorophyten als 1988 noch angenommen (Chisholm et aL, 1992). Direkte
Beweise fur diese weitere Verbreitung gab es durch Verbesserungen der Sensitivitat der
durchfluI3zyrometrischen Analysen (Olson et aL, 1990), wodurch nicht mehr nur die pigmen-
treichen und daher starker autofluoreszierenden Prochlorophyten am Grund der eupho-
tischen Zone, sondern auch naher zur Wasseroberflache hin vorkommende und schwacher
fluoreszierende Organismen nachgewiesen werden konmen (Olson et aL, 1990). Campbell
und Vaulot (1993) berichteten dann auch erstrnals iiber zwei deutlich getrennte Populationen
in verschiedenen Tiefen an einer Beprobungsstelle nahe Hawaii. Bis in eine Tiefe von etwa 80
Meter kamen ausschlieBlich schwach autofluoreszierende Zellen vor, in einer Obergangszone
schwach und stark autofluoreszierende, und ab 140 Meter waren ausschliel3lich die stark
fluoreszierenden zu finden. Erstrnals wurde spekuliert, daB schwach und stark autofluores-
zierende Prochlorococctls-Zellen nicht einfach Ausdruck einer physiologischen Anpassung an
die gerade vorherrschenden Lichtverhiiltnisse waren, sondern daB vielmehr unterschiedliche
Sramme, wenn nicht gar Arten, durch die Einnischung in verschiedene Standorte emstanden
waren. Inzwischen konnte anhand von Isolaten gezeigt werden, daB Populationen von
verschiedenen Standorten, aber gleichen Tiefenschichten, sich in ihrer 16S rRNS iihnlicher
sind, als Populationen eines Standortes, aber umerschiedlicher Tiefe. Sequenzen von Isolaten
aus oberflachennahen Schichten fielen nach vergleichender Sequenzanall'se in eine gemein-
same Entwicklungslinie, die als Hochlicht-adaptierte Linie bezeichnet wurde (Moore et a/.,
1998; Urbach et aI., 1998). Moore und Mitarbeiter bezeichneten die an umer-schiedliche
Lichrverhiiltnisse angepal3ten Populationen als "Okorypen" und folgerten, daB die physio-
logischen Umerschiede spezifisch mit den Umerschieden in der 16S rRNS verbunden sind
(1998).
Doch zuriick ins Jahr 1992: als erstrnals iiber die Kultivierung der neuen Organismen
berichtet wurde, und die Art- und Genusbeschreibung von ProchlorococClls manlius erfolgte
(Chisholm et aL, 1992), waren sie von weiteren Arbeitsgruppen anhand ihrer "durchfluf3..
zl'tometrischen Signifikanz" aul3er im Nordatlantik (Li und Wood, 1988; Olson et aL, 1990)
auch im Mittelmeer (Valout et aI., 1990), im Pazifik (Chavez et aI., 1991) und im subtropi-
schen Nordatlantik (Veldhuis und Kraal', 1990) gefunden worden. Anhand einer Kultur des
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Isolats aus der Sargassosee konnte die weitgehende Obereinstimmung der Pigrnentzusam-
mensetzung (Goericke und Repeta, 1992) mit denen der ersten Proben aus der Sargassosee
gezeigt werden (Chisholm et aL, 1988). Nur das vormals beschriebene "normale" Chloro-
phyll b stellte sich, wie schon das Chlorophyll a2, als Divinyl-Derivat heraus (Goericke und
Repeta, 1992). Ebenfalls 1992 demonstrierten zwei Veroffentlichungen anhand von Sequen-
zen des 16S rRNS-Gens (Urbach et aL, 1992) und des Gens rpoC1, einer Untereinheit der
DNS-abhangigen RNS-Polymerase (palenik und Haselkorn, 1992), die Verwandtschaft von
Prochlorococcus mannus zu den beiden anderen bis dahin beschriebenen Prochlorophyten
(Lewin, 1981), namlich Prochloron didemni (Lewin, 1977; Florenzano et aL, 1986) und
Prochlorothrix hollandica (Burger-Wiersma et aL, 1989). Beide Forschergruppen karnen iiberein,
daB die Prochlorophyten keine monophyletisch einheitliche Gruppe inner- oder sogar
aullerhalb der Cyanobakterien darstellen, und auch keiner der drei Organismen ein direkter
Vorfahre der Chloroplasten sein kann, mit denen sie das Vorhandensein von Chlorophyll b
bzw. b2 teilen. Urbach und Mitarbeiter schlugen 1992 vor, die Ordnung Prochlorales
(FIorenzano et aL, 1986; Burger-Wiersma et aL, 1989), die aufgrund dieser phylogenetischen
Untersuchungen keine natiirliche Gruppierung darstellt, als solche aufzugeben und die
Prochlorophyten taxonomisch zu den Cyanobakterien zu zahlen.
Hinsichtlich einer rein phanotypischen Charakterisierung bei Bakterien zeigt dieses Beispiel
zwei Dinge. Zurn einen ist es durchaus moglich, bei Bakterien Eigenschaften zu finden, die
die Beschreibun~ einer neuen Art zulassen, auf der anderen Seite ermoglichen diese
Eigenschaften nicht unbedingt die Klassifizierung nach den natiirlichen Verwandtschafts-
verhaltnissen. Bei den Cyanobakterien schien es allerdings iiber lange Zeit moglich, ein
natiirliches Klassifizierungssystem nach phanotypischen - vor allem morphologischen -
Eigenschaften aufzustellen. Grund dafiir war die hohe Diversitat innerhalb dieser Organis-
mengruppe. Zunachst von den Botanikern vereinnahmt, warden die damals "Cyanophyceae"
genannten Cyanobakterien von Geitler 1932 aufgrund von Formenvielfalt und Gro!lenunter-
schieden in einer Flora mit mehr als 2.000 Arten klassifiziert. Castenholz schlug noch 1992
vor, den Armamen entsprechend dieses Bestirnrnungsschliissels "sensu Geitler 1932" anzu-
geben. Zumindest der morphologische Phanotyp sei dadurch festgelegt und fiir den Leser
iiberpriifbar, allerdings bliebe weiter im unklaren, inwieweit der Genotyp eines damaligen
und eines neuen Organismuses iibereinstimmen, und inwieweit daher beide Organismen
wirklich verwandt seien. Abgesehen davon, dall Geitler seine Flora in Deutsch verfaIlt hatte,
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seien auch viele neue Arten seit 1932 beschrieben worden (Casrenholz, 1992). Als dann in
den 70er Jahren Neugruppierungen der verschiedenen Cyanobakterien durch Mikrobiologen
erfolgten (Stanier et aI., 1971; Waterbury und Stanier, 1978; Rippka et aI., 1979), bzw. djese in
den spaten 80er und Anfang der 90er Jahre modifizierr und auf den neuesten Stand gebracht
wurden (Rippka, 1988; Castenholz, 1989; Waterbury und Rippka, 1989; Waterbury, 1989;
Waterbury, 1992; Whitton, 1989), wurden neben den morphologischen auch physiologische,
biochemische und genetische Eigenschaften in die Klassifizierung einbezogen. Als Alternative
zu den von den Botarukem iibernommenen Ordnungen definierren Rippka und Mitarbeiter
(1979) bzw. Rippka und Herdman (1992) sogenannte Sektionen, urn den provisorischen
Charakter ihrer Klassifizierung zu untersrreichen. In jedem Fall erfolgre die Klassifizierung
nur auf Gattungsebene. Es wurden fast ausschlieBlich Organismen aus Stammsammlungen
verwendet, und statt eines Artnamens wurden nur Srammnummern angegeben. Gleichzeitig
wird aber geschatzt, dafl nur etwa 10% der potentiellen Garrungen und weruger als 5% der
Arten an Cyanobakterien in Kulrur vorliegen (Castenholz, 1992), so dafl djeses neue System
als am Anfang stehend und mit der Kultivierung neuer Organjsmen wachsend, nicht jedoch
als abgeschlossen bezeichnet werden kann. Und auch wenn der Schritt von einem rein
morphologischen Klassifizierungssystem zu einem, bei dem damber hinaus wejtere phano-
rypische und auch genorypische Eigenschaften dne Rolle spielen, nun vollzogen ist, scheint
dieses System von der Wirklichkeit iiberholt worden zu sein, seit mehr und mehr auch bei
den Cyanobakterien eine auf vergleichende 16S rRN5-Sequenzanalyse basierende, phylogene-
tische Einordnung angesrrebt wird (Giovannoni et aI., 1988; Turner et aI., 1989; Giovannoni
et aI., 1990; Wilmotte et aI., 1994; Nelissen el aI., 1995; Nelissen el aI., 1996; Palinska el aI.,
1996; Neilan el aI., 1997; Rudi el aI., 1997; Garcia-Pichel el aI., 1998), weil deutlich wurde, dafl
die ausgewahlten Eigenschaften zur Klassifizierung rucht ausreichten, urn eine stabile, auf
natiirlichen Verwandtschaftsverhalrnissen basierende Ordnung aufzubauen. Ein 1994 von
Willmotte veroffentlichter Stammbaum der Cyanobakterien auf der Basis von 16S rRN5-
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Abbildung 1.1: Auf 16S rRJ."\JS-Sequenzen basierendel' Stammbaum del' Cyanobakterien (\'Qilmotte, 1994). Neben den
Stimmen sind schematisch die entsprechenden Morphologien angegeben.
Schon etwas Hinger hat sich die vergleichende 16S rRN5-Analyse innerhalb der Mikrobiologie
etabliert (Woese, 1987). Denn bei einer im Unterschied zu den Cyanobakterien verschwin-
dend geringen morphologischen Diversitat, war es zuvor einfach unmoglich, auch nur im
Ansarz ein natiirliches System der Verwandtschafcsverhaltnisse zu entwerfen. Eingefuhrt Will-
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de die vergleichende 16S rRNS-Analyse von Woese und seinen Mitarbeitern (Fox el aI., 1977;
Woese, 1987). War zunachst die Aufklarung der Evolution von Bakterien und damit das
Aufstellen eines taxonornischen Systems der Ausliiser dieser Untersuchungen, wird die
vergleichende Sequenzanalyse heute auch immer mehr ein Teil des sogenannten
polyphasischen Ansatzes fur die Neubeschreibung von Arten und dient dariiber hinaus zur
Idemifizierung von Mikroorganismen (Ludwig el aI., 1998). Besonders wichtig fur die
Identifizierung sind die sogenannten diagnostischen Regionen (Ludwig und Schleifer, 1994).
Es handelt sich dabei urn Bereiche der 16S rRNS, deren Primarstruktur innerhalb
bestimmter Abstammungslinien konserviert ist, aber Unterschiede zu anderen Gruppen
aufweist. Diagnostische Regionen werden als spezifische Primerbindungsstellen fiir Polyme-
rasekettenreaktionen oder Sondenbindungsstellen fUr Nukleinsaurehybridisierungen zur
Detektion bestimmter Organismengruppen oder einzelner Organismen eingesetzt.
Bei diesen Nukleinsaurehybridisierungen paaren sich spezifisch zwei komplemenrare
Nukleinsaurestrange unter Ausbildung eines doppelstrangigen Hybrids (Schleifer el aI., 1993).
Willt man nun ein Oligonukleotid, dessen Sequenz komplementiir zu einer diagnostischen
Region der 16S rRNS ist und markiert dieses, kann nach der Hybridisierung anhand der
Markierung die Hybridbildung detektiert werden. Uber die Anwesenheit der diagnostischen
Region kann dann ein Riickschlufl auf das Vorhandensein entsprechender Organismen
gezogen werden. 1988 gelang es fUr Bakterien erstrnals, diese Hybridisierung ill silll, d.h., in
einzelnen Zellen, und nichr, wie bis dahin iiblich, an extrahierten Nukleinsauren durchzu-
fuhren (Giovannoni el aI., 1988). Radioaktiv markierte, gegen die 16S rRNS-gerichtete
Oligonukleotide \vurden nach der Hybridisierung ganzer, fixierter Zellen dutch
Mikroautoradiographie auf Einzelzellniveau detektiert. Entscheidend war dabei, dan die in
der kleinen Untereinheit der Ribosomen gebundene 16S rRNS in hohen Kopienzahlen (ca.
10'-10~ vorlag (Amann et aI., 1995), und somit eine ausreichend hohe Menge an Zielmole-
kiilen fUr die Hybridbildung zur VerfUgung stand. Die Enrwicklung und Anwendung
fluoreszenzmarkierter Sonden und die darnit verbundene schnellere und hiiher aufliisende
rnikroskopische Auswertung der Hybridisierungssignale (DeLong el aI., 1989; Amann el aI.,
1990) war die Voraussetzung fUr die weitere Verbreirung der in silll-Hybridisierung (Amann el
aI., 1995). Insbesondere bei quantitativen ill silll-Populationsanalysen findet diese Methode
eine haufige Anwendung. So ist es zwar auch iiber den sogenannten klassischen rRNS-Ansatz
durch Extraktion von Nukleinsauren und deren Sequenzierung (Stahl el aI., 1984; Lane el aI.,
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1985; Stahl et aL, 1985; Olsen et aL, 1986; Pace et aL, 1986) moglich, die Divetsitat einer
natiir!ichen Umweltprobe aufzuklaren, aber immer mit der Einschrankung, daB die erhal-
tenen Ergebnisse nur die Haufigkeit des Auftauchens bestimmter Sequenzen angeben, aber
nicht zwingenderweise die Haufigkeit des entsprechenden Organismuses in der Probe wider-
spiegeln (Amann et aL, 1995). Die in sittl-Hybridisierung kann nun zum einen den Kreis des
rRNS-Ansatzes schlieflen, indem, basierend auf den Sequenzierungsergebnissen, neue Sonden
konstruiert werden, und diese dann in der ursprunglichen Probe zur Detektion und
Quantifizierung der entsprechenden Organismen eingesetzt werden (Amann et aL, 1997;
Snaidr et aL, 1997), zurn anderen kann sie auch auf sich gestellt verliiflliche Daten zu Zahl
und Verteilung von Bakterien in unterschiedlicher taxonomischer Auflosung !iefem. Dazu
existieren heute schon viele Beispiele, vor aHem aus der Analyse von Belebtsch!ammen (in
einer Ubersicht Amann et aL, 1998), von Boden (Zarda et aL, 1997; Chatzinotas et aL, 1998)
oder Sedimenten (IJobet-Brossa et aL, 1998).
Trotz einer Vielzahl erfolgreicher Anwendungen gibt es noch einige methodologische
Probleme bei der in sittl-Hybridisierung. Diese lassen sich folgendermaflen klassifizieren:
• mangelnde Sensitivitat, verursacht durch zu geringe Anzah! von rRNS-Molekulen,
• Hintergrundfluoreszenz bzw. Autofluoreszenz der Zellen und
• mangelnde Permeabi!isierung der ZeHperipherie fur Hybridisierungssonden
Aufgabe dieser Arbeit war es, vor aHem anhand der natiirlicherweise stark autofluores-
zierenden Cyanobakterien, zur Entwicklung und Anwendung neuer Techniken der in sittl-




2 Material und Methoden
Zur Herstellung von LOsungen und Puffern wurde liber eine Reinstwasseranlage (Milli-Q-Plus,
Millipore, Eschbom, Deutschland) entsalztes und filtriertes Wasser (im folgenden als H20
bezeichnet) verwendet. Entionisiertes Wasser (H20dest.) wurde den Hauswasserleitungen


























































































Provasoli - Guillard National Center for Culture of Marine Phytoplankton, West
Boothbay Harbor, ME, USA
Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria, Institut Pasteur, Paris, Frankreich
Woods Hole Oceanographic Institution, Woods Hole, MA, USA
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American Type Culture Collection, Rod:ville, MD, USA
Tschechische Sammlung von Mikroorganismen, Briinn, Tschechische Republik
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellh.-u.lturen, Braunschweig,
Deutschland
Laboratorium vODr Microbiologie, Universireit Gent, Be1gien
2.1.3 Anzucbt 'Von Bakterien
Bakterien wurden unter den in den Stammsammlungen angegebenen Bedingungen kultiviert.
Medien wurden 20 min bei 121°C und 1,013 x 105 Pa Oberdruck autoklaviert. Festen Medien
wurde vor dem Autoklavieren 15 gil Agar (Difco, Augsburg, Deutschland) zugegeben.
2.2 Fixierung von Zellen
Verwendete Liisungen:




Na2HP04- und NaH2P04-LOsung wurden zuniichst getrennt hergestellt, dutch
Mischung beider wurde der gewiinschte pH-Wert eingestellt.
I Dieser E. foa-Stamm 'WUtde kiirzlich bei Rindem isoliert und freundlicherweise von P. Grimont, lnsticur Pasreur, Paris,
Frankreich, zur Verfugung gestellt
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• 4%ige Parafol7l1aldeqyd- (PFA-) Liisung (Amann et a!., 1990)
2 g PFA wurden in 30 ml auf 60°C erwarmtes H20 eingebracht, und zu dieser
Suspension wurde solange 1 M NaOH zugetropft, bis das PFA vollstandig gelost
war. Anschliellend wurden 16,6 ml3x PBS zugegeben, die Losung mit 1 M HCl auf
pH 7,0-7,4 eingestellt und mit H20 auf 50 ml aufgefilllt. Diese LOsung wurde durch
einen 0,2 J..lm-Filter (Millipore, Eschborn, Deutschland) fIltriert und bei 4°C
aufbewahrt.
• 96%iger Ethanol
2.2.1 Fixierung mit Ethanol
Zellen aus Bakteriensuspensionen wurden entweder direkt durch Zugabe des gleichen
Volumens 96%igen Ethanols fixiert oder zunachst durch Zentrifugieren (14.000X g, 5 min)
geerntet und in 1x PBS gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden dann in 1x PBS
aufgenommen, gut resuspendiert, mit dem gleichen Volumen 96%igem Ethanol verserzt und
bei -20°C gelagert.
2.2.2 Fixierung mit Paraformaldehyd
Drei Teile 4%iger, frisch hergestellter PFA-LOsung wurden mit einem Teil Bakteriensuspension
gemischt und 1 h bei 4°C inkubiert. Anschlie.llend wurde zentrifugiert (14.000x g, 5 min) und
das Zellpellet in 1x PBS gewaschen. Nach erneutem Abzentrifugieren wurde das Pellet in 1x
PBS resuspendiert, mit dem gleichen Volumen 96%igem Ethanol verserzt und bei -20°C
gelagert.
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2.3 Extraktion von Nukleinsauren fUr anschlie13ende
Polymerasekettenreaktion (peR) nach der "Freeze-Thaw"-Methode
Verwendete Uisungen:





7,5 mJ Fliissigkulrw: wurden abzentrifugiert und das Pellet mit 1x TE-Puffer gewasehen.
Ansehliefiend wurde es in 100 f1l H20 aufgenommen und die Suspension naeheinander jeweils
fur 1 min in fliissigem Stiekstoff gefroren und bei 40°C im Wasserbad wieder aufgetaut. Naeh
viennaliger Wiederholung dieser beiden Sehritte wurde abzentrifugiert (14.000 x g, 5 min), der
Oberstand aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. 1-5 f1l dieser Aliquots wurden fur die PCR im
100 f1l-Mafistab eingesetzt.
2.4 Amplifizierung von ribosomalen RNS-Genen (rDNS)
Die Polyrnerasekettenreaktion stellt eine ill vitro-Methode zur enzyrnatisehen Synthese
spezifiseher DNS-Sequenzen dar. Zwei Oligonukleotidprimer hybridisieren mit je einem der
komplementiiren DNS-Striingen und flankieren die Region der Zielsequenz, die von Interesse
ist. Das wiederholte Durehlaufen einer Foige von Temperarur-Zeitzyklen, die die
Denaturierung der Zielsequenzen, das Anlagem der Primer und die Elongation der
flankierenden Primer dureh die DNS-Polyrnerase ennogliehen, bewirkt eine Vervielfaltigung
der Zielsequenz. Dureh die Verwendung einer thennostabilen DNS-Polyrnerase wird es
moglieh, einen kontinuierliehen Prozefi auszufuhren. Da die in einem Zyklus synthetisierten
DNS-Kopien als Matrizen im niiehsten Zyklus zur Verfugung stehen, waehst die Kopienzahl
e":ponentiell, und geringste Ausgangsmengen an DNS konnen naehgewiesen werden.
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2.4.1 PCR-Reaktion
Verwendete Losungen:
• 10 x PCR Puffer 1





0,1% (v/v) Triton X-l00
0,1% (w/v) Gelatine
pH 9,0




dNTP-Mix Geweils 2,5 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
(Boehringer Mannheim, Mannheim, DeutscWand)
• Primer
50~











Muyzer et aI., 1995
Muyzer et aI., 1995
Tabelle 2.1: PCR-Primer fur die fast vollstiindige Amplifikation der 16S rDNS.
2 F. forward: Primer binder an den nichtkodierenden Strang. R, reverse: Primer binder an den kodierenden Strang
3M:A/C
.J entsprechend E. coli Numerierung nach Brosius et al. (1981)
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• Taq-Po!Jmerase
Super-Taq-Polymerase (1 U/ f-ll)
(Enzyme Technologies, Cambridge. England)
• Mil/eraliilfUr Mole/wlarbiologie
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland)













Der PCR-Ansatz wurde wie oben beschrieben in einem 0,5 mJ ERG zusammengemischt und
zum Schutz vor Verdunsrung wiihrend der PCR-Zyklen mit einem Tropfen Mineralol
iiberschichtet. Nach dem ersten Denaturierungsschritt in einem programmierbaren Heizblock
(FPHC-3CD; Techne Cyclogene. Cambridge, England) wurde 1 f-ll Taq-Polymerase zugeben
G.hot start'') und das Programm laut Tabelle 2.2 forrgesetzt.
Nach Beendigung des Programms wurde der Ansatz mit einer sterilen Pipettenspitze vorsichtig
unter dem Mineralol herausgezogen und bei -20°C gelagert.
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Temperatur Dauer Zyklen
Startdenaturierung 94°C 5 min
"Hot Start" 80°C manuel! gestoppt
Annealing 48°C 1 min
Elongation noe 3 min
Denaturierung 94°e 1 min 30
Annealing 48°e 1 min
Elongation noe 3 min
Denaturierung 94°e 1 min
Annealing 48°e 1 min
Elongation noe 30 min
Kiihlung 15°e
Tabelle 2.2: Verwendetes PCR-Programm fur die Amplifizierung des beinahe kompletten 16S [RNA-Gens mit clem Primem
GM3 Fund GM4 R.
2.4.2 Analyse der Amplifikate






40% (IVI v) Saccharose
100mMEDTA
0,5% (wi v) Natriumlaurylsulfat
pH 8,0



























Tabelle 2.3: GroBen dec durch HindIII-Restriktion entstandenen Lambda-Banden
• ,,1 KB-Iadder"-Standard
(Gibco-BRL, Eggenstein, DeutscWand)

















Tabelle 2.4: GroBen dec KB-ladder Banden
• "Low DNA Mass Lodder"-Standard
(Life Technologies, Eggenstein, Deutschland)
• Agarose (Seakem IE)
(FMC Bioproducts, Biozym, Hessisch Oldendorf, DeutscWand)
• EthidiJlmbromidliiIllng
0,5 mg/ml Ethidiumbromid (Sigma, Deisenhofen, DeutscWand) in H20
Durchfiihrung:
0,5 g Agarose wurden in 25 mI 1x TBE-Puffer unter Erwiirmen gelost (2% [wi tj) und in die
Gelwanne der nach Herstellerangaben zusammengebauten Elektrophoresekammer (Horizon
11·14, ufe Technologies, Eggenstein, DeutscWand) gegossen. Nach dem Festwerden der
LOsung wurde die Kammer mit Ix TBE-Puffer aufgefiillt, der Kamm gezogen und 5 ,u-
; Oberhalb der 6108bp Bande Iaufen noch Banden mit 7126bp, 8144bp, 9162bp, 10180bp, 11198bp und 12216bp Grolle
16
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Aliquots der zu untersuchenden PCR-Amplifikationsprodukte, vermischt mit 2 fLl Ladepuffer
und 3 fLl H20, in die Geltaschen einpipettiert. Zur Gro13enabschiitzung der Amplifikate wurde
zusiitzlich ein Lingenstandard (Lambda- oder ,,1 KB-ladder"-Standard) aufgetragen. Urn auch
die Menge der c;rhaltenen Amplifikate bestimmen zu konnen, wurde start dessen "Low DNA
Mass Ladder"-Standard verwendet. Aufgetrennt wurde bei einer Spannung von 100 V 1-2 h.
Anschlie13end wurde das Agarosegel 30 min in EthidiumbromidJosung gefacbt und dann unter
UV-Beleuchrung (314 nm; UV-Transilluminator, Vilber Lounnat, Marne la Vallee, Frankreich)
dokumentierr (Cyberrech CSl Digital Kamera mit Image Capture Computer, Cyberrech,
Berlin, Deutschland).
2.4.3 Aujreinigung der PCR-Amplijikate
PCR-Amplifikate, die fur die Sequenzierung vorgesehen waren, wurden mit dem QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben aufgereinigt. 5 fLl-
Aliquots der Proben wurden nach der Reinigung emeut qualitativ und quantitativ analysierr
(siehe 2.4.2) und die DNA-Konzentration durch Vergleich mit den unterschiedliche Mengen
an DNA enthaltenden Banden des "Low DNA Mass Ladder"-Standards abgeschiitzt.
2.5 Nichtradioaktive Sequenzanalyse von DNS-Molekiilen nach clem
"Cycle Sequencing"-Protokoll
Die nichtradioaktive Sequenzanalyse erfolgte nach dem "Cycle Sequencing"-Protokoll (bzw.
"linear amplification sequencing"; Murray, 1989), welches cine Kombination aus der
enzyrnatischen Kertenabbruchmethode (Sanger et aI., 1977) und der Polyrnerasekertenreaktion
mit einer thermostabilen DNS-Polyrnerase darstellt. Zwei wesentliche Merkmale unterscheiden
das "Cycle Sequencing" von einer normalen PCR (Kretz et aI., 1994): die Verwendung von
Didesoxynukleosidtriphosphaten und eines einzelnen Primers start eines Primerpaares. Bei der
linearen Amplifikationen des gewiinschten Produkts kommt es mit bestimmter
Wahrscheinlichkeit zum Einbau eines Didesoxynukleotids, was zum Abbruch der Elongation
fiihrt. Da dies mehe oder weniger zufaJl.ig geschieht, erhiilt man ein Gernisch aus
unterschiedlich langen Produkten, die tiber Polyacrylamidgelelektrophorese auf eine Base
genau aufgetrennt werden konnen.
Die Sequenzierreaktionen wurden mit dem Applied Biosystems PRlSM Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit und der AmpliTaq-DNS-Polyrnerase durchgefiihrt. Die
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Analyse der Reaktionen erfolgte mit einem DNA-Sequenzierer ABI 373S (perkin Elmer,
Langen, Deutschland).
Diese Sequenzierarbeiten einschliefllich des Editierens der Sequenzen wurden durch die
Arbeitsgruppe von Professor Blohm am Umweltforschungs- und Technologiezentrurn der
Universiriit Bremen durchgefuhrt.









komplemenriir zu GM1 R
(Muyzer et aI., 1993)
Lane, 1991
610R GTATTACCGCGGCfG 522-536
Tabelle 2.5: Weitere, fUr die Sequenzierung verwendete Primer
2.6 Auswertung der Sequenzdaten und Konstruktion von Sonden
Samdiche in diesem Kapite! aufgefiihnen Methoden wurden mit Hilfe des Programmpakets
ARB (Strunk et al.) durchgefiihn, das zum einen eine erweiterbare Datenbank mit zur Zeit
(August 1998) mehr als 10.000 Sequenzeintragen zur Verfiigung stellt, gleichzeitig aber auch
die fur die Bearbeitung dieser Sequenzen notwendigen Programme zum Editieren, Alignen, zur
Baumberechnung mit verschiedenen Verfahren und zur Konstruktion und Oberpriifung von
Sonden implementiert hat. Integriert sind dariiber hinaus Elemente von PHYUP (Fe!senstein,
1981) und fastDNAml (Olsen etal., 1994).
2.6.1 Vergleicbende Anordmmg der Sequenzen (Alignment)
Aus den Sequenzierungen oder Genbanken erhaltene Sequenzdaten wurden in ARB importiert
und mit dem Unterprogramm ,,Align Sequence" automatisch gegeniiber den bereits in der
Datenbank vorhandenen Sequenzen angeordnet. Dies ist notwendig, um fur phylogenetische
Aussagen homologe Bereiche miteinander vergleichen zu k6nnen. Offensichtliche Unstimmig-
keiten in der Anordnung durch diesen Aligner wurden manuell kortigiert. In diesem Stadium
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wurden auch Konsensussequenzen der einzeInen, aus den Sequenzierteaktionen mit den
verschiedenen Primern starnmenden Teilsequenzen erstellt, die im weiteren fur Analysen
verwendetwurden.
2.6.2 Rekonstruktion von Stammbiiumen
Die Darstellung von phylogenetischen Verwandtschaften erfolgt meist in Form von
Starnmbaumen. Neue Sequenzen wurden zunachst nach dem ARB-Parsimony-Verfahren in
einen der bestehenden Baume eingerechnet. Die Besonderheit dieser Methode bei ARB ist die
sich nicht verandernde Topologie des Ausgangsbaumes. Neue Sequenzen werden - ohne den
gesamten Baum neu zu rekonstruieren - an den Stellen integriert, wo ihre nachsten
Verwandten zu finden sind. Dies liefert eine schnelle erste Einordnung der Sequenzen, ohne
der Gefahr ausgesetzt zu sein, Verwandtschaftsverhiiltnisse in bereits etablierten und
optirnierten Baumen durch Einfiigen einzeiner Sequenzen falschlicherweise wieder zu
zerstoren. Diese bestiinde im besonderen Malle fur das Einrechnen von Teilsequenzen.
Ausgehend von dieser ersten Einordnung wurden dann Sequenzen ausgewahlt, mit denen
Teilbaurne fur die genauere Aufklarung der Verwandtschaftsverhiiltnisse der neu eingefiigten
Organismen rekonstruiert wurden. Urn den Einflufl hochvariabler Bereiche einzuschranken,
und urn die Stabilitat der Baurne einschatzen zu konnen, wurden Filter verwendet, die in
unterschiedlichem Ausmall weniger konservierte Basen bei dieser Rekonstruktion ausschlief3en.
Die Berechnungen erfolgten mit Distanzmatrix- (Neighbourjoining-Methode [Saitou und Nei,
1987] nach Jukes-Cantor-Kortektur Dukes und Cantor, 1969]), Maximum Parsimony- (Fitch
und Margoliash, 1967) und Maximum Iikelihood-Verfahren (Felsenstein, 1981), woraus
letztendlich auf der Grundlage des Maximum Iikelihood-Baumes ein Konsensusbaurn aller
drei Verfahren resultierte, in dem Abweichungen bzw. Unstirnmigkeiten zwischen den
Verfahren durch Mehrfachverzweigungen angezeigt wurden. Naheres zu diesen Methoden
findet sich bei Ludwig et al. (1998).
2.6.3 Konstruktion von gegen 16S rRNS genchteten Oligonukleotidsonden
Die Konstruktion von spezifischen Oligonukleotidsonden auf der Basis von 16S rRNS
Sequenzdaten erfolgte unter Zuhilfenahme der Funktion "Probe Design" aus dem ARB
Progtarnmpaket. Die Spezifitat konstruierter Oligonukleotidsonden gegeniiber Organismen,
deren 16S rRNS Sequenz bekannt ist, wurde durch die Funktion "Probe Match" des ARB
Progtarnmpaketes iiberpriift.
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2.7 Meerrettichperoxidase-Markierung von Oligonukleotiden
Dieser Markierungsart liegt die von Urdea et al (1988) beschriebene Methode zugrunde. Das
verwendete Oligonukleotid (Interactiva, Ulrn, DeutscWand) war am 5'-Ende mit einer
Arninogruppe (5'-Amino-Modifier C6: 6-(4-Monomethoxitritylamino)hexyl-(2-cyanoethyl)-
(N,N-diisopropyl)-phosphoamidit, Glen Research) versehen.




0,1 M B4Na207 x 10 H20
pH 9,2
• Para-Phenyletldiisothiocyallat- (DITC-) LiJjll1lg
DITC (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
20 mg/ml in Dimethylformamid (DMF; Merck, Darmstadt, Deutschland)
• n-ButalJol (Merck, Darmstadt, Deutschland)
• Meerrettichperoxidase- (POD-) L6sung
POD von Meerrettich, "ErA grade" (ca. 3.500 U/mg Lyophylisat [25°C,
Tetramethylbenzidin, H202]; Boehringer Mannheim, Mannheim,
Deutschland)
100 mg/ml in Natriumboratpuffer
Durchfiihrung:
100 fJ,g des zu markierenden Oligonukleotids wurden im Vakuum eingetrocknet und
anschlieBend in 50 ,.u Natriumboratpuffer aufgenommen. Zur Aktivierung wurden 500 ,.u
DITC-LOsung zum Oligonukleotid pipettiert und eine Stunde im Dunklen bei
Raumtemperatur icl:ubiert. Das iiberschiissige DITC wurde dutch Extraktion mit n-Butanol
entfemt. In ein 15-ml-Zentrifugationsriihrchen wurden 5 ml n-Butanol und 3 ml H20
vorgelegt und der Reaktionsansatz eingespritzt. Nach dem Ausschiitteln wurde 10 min bei
5.000x g zentrifugiert (Sorvall RC2-B, Rotor SS34) und die obere Butanolphase verworfen.
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Zum zweiten Ausschiitteln Willden emeut 5 rnl Butanol zugegeben. Es folgten solange weitere
Extraktionsschritte, bis das Volumen der wasserigen Phase zwischen 50 und 100 f.lJlag. Neben
DITC lost sich wiihrend der Extraktion auch Wasser irn Butanol, so daB das Volumen der
wasserigen Phase jeweils um ein Viertel des verwendeten Butanolvolumens abnirnmt. Meist
konnte ab dem 3. Schritt vom 15 rnl-Rohrchen auf ein ERG gewechselt werden (mit
entsprechend reduzierten Volumina Butanol). Letzte Reste Butanol Willden durch bis zu
halbstiindiges Trocknen in der SpeedVac (Bachofer, Reutlingen, Deutschland) entfemt. 100 f.lJ
POD-LOsung Willden zum aktivierten Oligonukleotid gegeben. Dieser Ansatz Willde iiber
Nacht irn Dunklen bei Raumtemperatur inkubiert.
2.7.2 Attfreinigttng
Verwendete LOsungen:














• AmmoniJlmperoxodisrd!at- (APS-) UiJing
APS (Merck, Darmstadt, Deutschland)
10% (wlv) in H20
• N,N,N:N'-Tetrametl!Jlendiamin
TEMED (Serva, Heidelberg, Deutschland)
• Auftragspufler
20% (wi v) Saccharose in H20
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Durchfiihrung:
Die Aufttennung zwischen POD-matlciertem und nicht markiertem Oligonukleotid bzw. Freier
POD erfolgte in einer senkrecht stehenden Gelappararur (Hoefer SE 400, Hoefer Scientfic
Insmunents, San Ftancisco, CA) uber ein 7,5%iges Polyacrylatnidgel (Acrylatnidstammlosung
1:1 mit 1x NN Puffer verdiinnt). Nach den Anweisungen des Herstellers wurde die Appararur
zusammengebaut bzw. im weiteren verwendet. Zunachst wurde ein Gelblock (5 ml 7,5%ige
Acrylamidlosung, 70 f.ll APS, 10 f.ll TEMED) als Auslaufschutz gegossen, nach dessen Aus-
polymerisierung das eigentliche Trenngel (45 ml 7,5%ige Acrylatnidlosung, 360 f.ll APS, 36 f.ll
TEMED). Kiimrne fur drei bzw. funf Aufttagstaschen wurden verwendet. Der Reaktionsan-
satz (5. 0.) wurde komplett nach Zugabe von 80 f.ll Auftragspuffer auf das Gel aufgetragen.
Die Gelelektrophorese wurde bei 4°C und einer Spannung von 100 V durchgefiihrt, um die
thennische Belasrung des eingesetzten Enzyms moglichst gering zu halten. Nach ca. 2 h, wenn
die untere sichtbare Bande, das markierte Oligonukleotid, 1-2 cm in das Gel eingewandert war,
wurde die Elektrophorese abgebrochen. Mit Hilfe einer UV-Handlampe (254 run; Bachofer,
Reutlingen, Deutschland) konnten die Banden des markierten und unrnarkienen Oligo-
nukleotids durch Schattenbildung auf einer F254-Diinnschichtplatte mit fluoreszierender
Beschichrung sichtbar gemacht werden. Das unrnarkierte Oligonukleotid war weiter unten im
Gel zu sehen. Die Bande des markierten Oligonukleotids wurde mit einer Rasierklinge,
gereinigt mit 70%igem Ethanol, ausgeschnitten und in ein steriles ERG uberfuhrt. Bei sehr
dicken Banden wurde auf zwei ERGs aufgeteilt und entsprechend mit den doppelten
Volurnina eluiert. Mit einer sterilen, an der Spitze zugesclunolzenen, blauen Pipettenspitze
wurde das GeisrUck zerkleinert und fur die Elution in 1 ml sterilem H20 suspendien. Die
Elution erfolgte im Schuttler bei 4°C fur mindestens 1 h und wurde zweimal wiederholt, davon
einrnal fur 12 h.
2.7.3 Aujkonzentrierlmg und Konzentrationsbestimmung
Die vereinigten Eluate (3 bzw. 6 ml) wurden sukzessive in Centricon30-Konzentratoren
(Arnicon, Witten, Deutschland) pipettiert und zentrifugiert (15-30 min, je nach
Aufttagsvolumen, 5.000x g; Sorvall RC2-B, Rotor SS34). Die Centricon-Rohrchen wurden
nach Herstellerangaben zusammengebaut. Maximal konnten bei einem Zentrifugationsschritt 2
ml aufgetragen werden. Das Filtrat wurde dabei jeweils verworfen. Die aufkonzentrierte Probe
sollte am Ende ein Volumen von etwa 100 f.ll besitzen. 5 f.ll dieser Stammlosung wurden
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photometrisch verrnessen (photometer Beckmann DU 650, Mlinchen, Deutschland bzw.
Shimadzu UV-1202, Duisburg, Deutschland). Dabei wurde die Absorption im
Wellenlangenbereich zwischen 230 und 480 nm bestimmt.
Bei optimaler Markierung sollte das Absorptionsmaximum bei 260 nm, das durch
Oligonukleotid und Enzym hervorgerufen wird, und das durch die Peroxidase verursachte
Absorptionsmaximum bei 404 nm ein Verhiiltnis von 3:1 aufweisen. Dem liegt zugrunde, daB
bei einer 1:1 Markierung das Verhiiltnis der Absorptionsmaxima dem Verhiiltnis der
Extinktionskoeffizienten I:: entsprechen sollte.






Das Verhiiltnis Coligonuldeotid : tperoxidase von 2,5 kann nicht direkt auf das Verhiiltnis der beiden
Absorptionsmaxima ubertragen werden, weil das Absorptionsmaximum bei 260 nm anteilig
sowohl vom Oligonukleotid als auch vom Enzym verursacht wird. Berechnet man einen
Korrekturfaktor k von 0,276 ein, so kommt man auf ein Verhiiltnis der Maxima von ca. 3:1.
Auch fur die Berechnung der Sondenkonzentration mul3 dieser Korrekturfaktor einbezogen
werden:
OD260 = gemessene OD260 - gemessene OD404 X k
Nach dieser Korrektur gilt:
1 OD260 = 20 /-lg/ml ss DNSOligonukJeotid
Die Starnml6sung wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert. Auf 50 ng/;J verdiinnte
Arbeitsl6sungen wurden bei 4°C gelagert.
(, fUr ein 18mer mit durchschnittlichem Extinktionskoeffizienren Evon 11;2 cm21I-lffiol pro Nuklcotid
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2.8 Fluoreszenz-Markierung von Oligonukleotiden
Folgende Fluoreszenzfarbstoffe wurden im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt:
FLUOS: 5,(6)-Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimidester (Boehringer Mannheim,
Mannheim Deutschland); Absorptionsmaximum bei 494 nm; Emissionsmaximum
bei 518 nm; £ = 7,5 X 104 M-1cm-1
TRITC: Tetramethylrhodamin-5,6-isothiocyanat (Isomer G, Molecular Probes Inc., Eugene,
OR; Lambda, Graz, AUS); Absorptionsmaximum bei 537 nm; Emissionsmaximum
bei 566 nm; £ =1,07 X 105 M-tCm-1
TAMRA/CT: 5,(6)-Carboxytetramethylrhodamin-N-hydroxysuccinimidester (gemischte Iso-
mere; Molecular Probes Inc.); Absorptionsmaximum bei 537 nm;
Emissionsmaximum bei 566 nm; £ = 0,87 X 105 M-1cm-1
Cy3: 5,5'-Disulfo-l,1'-(y-carbopentynyl)-3,3,3',3'-tetramethylindolocarbocyanin-N-
hydroxysuccinimidester (Cy3.18, Biological Detection Systems, Pittsburgh, OH);
Absorptionsmaximum bei 554 nm, Emissionsmaximum bei 570 nm; £ = 1,3 X 105
M-1cm-t
Wie bei der Markierung mit POD werden die Farbstoffe tiber den Arninolinker am 5'-Ende des
Oligonukleotids kovalent gebunden. Isothiocyanat-gekoppelte Farbstoffe bilden effie







NaHC03- und Na2C03-LOsung wurden getrennt angesetzt und etwa im VerhaJtnis
9:1 gemischt, so dafl der angegebene pH-Wert erreicht wurde.
Durchfiihrung:
50-100 flg des zu markierenden Oligonukleotids in wasseriger LOsung wurden mit H20 auf 175
,.u aufgefullt und mit 50 ,.u Carbonatpuffer versetzt. Aliquots der Farbstoffe FLUOS und
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TRITe bzw. TAMRA wurden in Dimethylfonnamid (Merck, Dannstadt, Deutschland) gelost
(5 mg/ml) und je 25 ,.u dieser Uisung zu den gepufferten Oligonukleotiden pipettiert und
gemischt. Cy3 wurde nach Herstellerangaben verwendet. Die Ansatze wurden iiber Nacht bei
Raumtemperatur im Dunklen inkubiert.
2.8.2 Abtrennung des nicht umgesetzten Farbstoffes
Die Abtrennung des nicht umgesetzten Farbstoffes erfolgte durch GroBenausschlu13-
chromatographie mit Sephadex G-25 Saulen (NAPTM-5; Phannacia Biosystems, Freiburg,
Deutschland).
Durchfiihrung:
Nach AbgieBen der Konservierungsfliissigkeit wurden die Saulen dreimal mit H20 gespiilt, und
anschlieBend der mit 250 ,.u H20 versetzte Markierungsansatz aufgetragen. Dann wurde mit je
200 fll H20 eluiert und dabei die Fraktionen 2-7 aufgefangen. Diese Fraktionen wurden unter
Vakuum einrotiert (SpeedVac, Bachofer, Reutlingen, Deutschland).








Wie bei der Markierung mit POD, erfolgte auch bei dieser Markierung die Auftrennung tiber
Polyacrylamidgelelektrophorese (2.7.2). Unterschiedlich war, bedingt durch andere GroBen-
verhiiltnisse der zu trennenden Molekiile, die Konzentration der verwendeten Acrylamid-
stammlosung, die hier bei 15 start 7,5% lag. Die einrotierten Fraktionen wurden in insgesamt
100 ,.u H20 aufgenommen, mit 50 ,.u Auftragspuffer versetzt und in die Geltaschen
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einpipettiert. Da, im Gegensatz zu POD, die Farbstoffe nicht temperatw:empfindlich sind,
konnte die E1ektrophorese bei Raumtemperatw: mit einer Spannung von 300-4D0 V
durchgefuhrt werden. Nach ca. 2 h wurde das Gel aus der Apparatw: genommen und, wie
unter 2.7.2 beschrieben, analysiert. Zur Anregung der Farbstoffe wurde die UV-Handlampe auf
eine Wellenlange von 365 nm geschaltet. Wie oben wurde die entsprechende Bande mit einer
sterilen Rasierklinge ausgeschnitten, zerkleinert, das markierte Oligonukleotid aber mit TE-
Puffer eluien. Die drei Eluate wurden bei -20°C aufbewahrt.
2.8.4 Abtrennung von Sa/zen
Zur Abtrennung von Gelresten, storenden Salzen und zur AuEkonzentrierung der markierten
Oligonukleotide wurde cine Reverse-Phase-ChromatOgraphie mit Nensorb™20 Saulen
(DuPont, Bad Nauheim, Deutschland) durchgefuhrt.
Verwendete LOsungen:
• Triethylamill- (IEA-) Pu.Jfer
0,1 M Tris-HCI
1 mMEDTA
nach dem Autoklavieren 0,14% (vlv) Triethylarnin zugeben
pH 7,7 mit HCl einstellen
• Methallol
• 50% (vi v) Methanol ill H20
Durchfiihrung:
Die Saule wurde mit 2 ml Methanol vorgespiilt und mit 2 ml TEA-Puffer aquilibriert. An-
schlie13end wurden die jeweils drei Eluate auf 0,14% TEA eingestellt und nach dem Abzentri-
fugieren von Gelresten (14.000X g, 2 min) auf die Saule aufgetragen. Nach dem Waschen der
Saule mit 2 mlTEA-Puffer konnte das markierte Oligonukleotid mit 1 ml 50%igem Methanol
eluien werden. Dabei wurde die scharf zusammenlaufende Bande in den Tropfen 3-10
aufgefangen, der Methanol anschliellend unter Vakuurn (SpeedVac; Bachofer, Reutlingen,
Deutschland) abgezogen und die getrockneten Niederschliige in 100 fll sterilem TE-Puffer
aufgenommen.
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2.8.5 Photometrische Vermessung der markierten Oligonukleotide
Aliquots der TRITC- und Cy3-markierten Oligonukleotide wurden mit sterilem H20 und
Aliquots der FLUOS-markierten Oligonukleotide mit verdiinntem Carbonatpuffer (pH 9,0) im
Verhiiltnis 1:100 verdiinnt und im Spektralphotometer (Beckmann Photometer DU 650,
Miinchen, Deutschland bzw. Shimadzu UV-1202, Duisburg, Deutschland) vermessen. Der
Quotient aus Nukleotidabsorption (OD26o) und Farbstoffabsorption (FLUOS OD490; TRITC
und Cy3 ODsso) ermoglicht eine Abschatzung der Markierungsrate. Bei vollsrandiger
Umsetzung ist der gemessene Wert gleich dem Quotienten der beiden
Extinktionskoeffizienten, was bei den verwendeten Farbstoffen und einer durchschnittlichen
Lange der eingesetzten Oligonukleotide von 18 Basen bei FLUOS und TRITC Werten von ca.
2,5 bis 3 und bei Cy3 von ca. 1 entspricht.
Die Konzentration des Oligonukleotids wurde wie bei POD-markierten Oligonukleotiden
durch Bestimmung der Absorption bei 260 nm nach folgender Gleichung bestimmt:
1 OD26o =20 fifS/ml ss DNSOligonukleotid
Stamrnlosungen und auf 50 ng/fll verdiinnte Arbeitslosungen wurden bei -20°C aufbewahrt.
2.9 Hybridisierung mit Meerrettichperoxidase-markierten
Oligonukleotiden
Wegen der Instabilirat des Enzyms bei Temperaturen tiber 40°C wurden Hybridisierungen mit
POD-markierten Sonden bei 35°C durchgefiihrt. Urn in etwa die gleichen Stringenzen wie bei
Hybridisierungen mit 46°C zu erhalten, wurden die Formamidkonzentrationen urn 20%
erhoht. Dabei wurde zugrunde gelegt, dan eine Erhohung urn 1% Formamid einer Erhohung
der Hybridisierungstemperatur urn 0,5°C entspricht (Wahl et aI., 1987).
1m Waschpuffer wurde die entsprechende Stringenz tiber die Konzentration an Na+-Ionen
eingestellt. Der Zusammenhang zwischen Formamid- und Na+-Konzentration ist Tabelle 2.6
zu entnehmen.
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Die Berechnung der dort angegebenen Konzemrationen an NaCl erfolgte mit folgender
Fonnel (hergeleitet von Lathe 1985):
In dieser Fonnel ist M2 die Konzentration an Na+-Ionen irn Waschpuffer und Ml die Na+-
Konzentration irn Hybridisierungspuffer. tlT, errechnet sich aus der Konzentration des
Fonnamids im Hybridisierungspuffer; dabei wird 1% Fonnamid einer Veranderung der
Dissoziationstemperatur (T~ von DNS/RNS-Hybriden urn O,5°C gleichgesetzt. FUr den
Waschpuffer bei 35°C ist noch ein weiterer Umstand zu berucksichtigen; da der Waschschritt
im allgemeinen erwas stringemer sein soil als die Hybridisierung, und dies in diesem Fall nicht
iiber eine hahere Temperatur erfolgt, wird die Na+-Konzentration im Waschpuffer urn einen
erwa 3°C emsprechenden Wert abgesenkt. Dazu wird der anhand der Fonnamidkonzentration
errechnete tlT,rWert urn 3 erhaht. AJtemativ kann der Waschschritt auch bei 38°C
durchgefiihrt werden, die in der Tabelle 2.6 angegebenen Konzentrationen von NaCl miillten
dann entsprechend korrigiert werden (siehe Tabelle 2.8). Zu allgemeinen Fragen iiber die
Einstellung von Hybridisierungsbedingungen siehe Wetrnur (1991).



































TabeUe 2.6: \X1aschpuffer fur Hybridisierungen bei 35°C in Abhangigkeit von der Fonnamidkonzentration des
Hybridisierungspuffers.
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2.9.1 Membranhybridisierungen
Verwendete LOsungen:











10% (wlv) N-Lauryl-Sarkosin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
• 10% Natrillmdodecylmlfat (SDS)-LiJszlIIg





pH 7,5 mit fester NaOH eingestellt
autoklaviert
• BlockienlllgsliJszlIIg
10% (wi v) Blocking Reagens (Boehringer Mannheirn, Mannheim,
Deutschland) in Puffer 1
autoklavien
7 PBS·Stamml6sung siebe Kapitel 2.1.3
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1 M Tris-HC1 (pH 8,0)
5 MNaCl
10%SDS













• EeL Westem Blotting Detektionsreagells
(Amersham, Braunschweig, Deutschland)
Durchfiihrung:
Nach Einbringen der Membran in Hybridisierungsrohrchen (Bachofer, Reutlingen,
Deutschland) und Zugabe von 10 ml der Prahybridisierungs10sung wurde zwischen 30 min
und 12 h bei der spateren Hybridisierungstemperatur, hier 35°C, inkubiert. Die
Prabybridisierungslosung wurde entfemt und 100 ng einer POD-markierten Sonde in 2 ml
Hybridisierungspuffer zugegeben. Die Hybridisierungsdauer betrug mindestens 30 min bei
35°C. AnschlieBend erfolgre zweimaliges Waschen mit je 10 ml des auf 35°C vorgewarmten
Waschpuffers fur je 10 min. Nach dem Waschen wurde die Membran kurz in 1x PBS
geschwenkt und auf ein Filterpapier gelegr. Die Membran wurde dano mit 4-6 ml der nach
8 Die NaCI-Konzentration Un Wascbpuffer ist abhangig von dec Forrnamidkonzentration bei dec Hybridisiecung. FUr die \'Verte
bei bestirrumen Forrnamidkonzenrrationen siehe Tabelle 2.6. Naheres uber den Zusammenhang findet sich zu Beginn dicses
Kapitcls.
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Herstellerangaben gemischten ECL-Detektionslosung benetzt und samt Filterpapier in Folie
eingeschweillt. In einer Filmkassette wurde ein Rontgenfilm (Hyperfilm, Arnersham,
Braunschweig, Deutschland) dieser Membran fur mindestens 30 min exponien und an-
schlieflend entwickelt, fixiert, gewiissen und getrocknet
2.9.2 GanzzeZlhybridisierung
Bei der Hybridisierung ganzer Zellen ist der grundlegende Vorgang, namlich die Paarung
homologer Basen, identisch mit dem der Hybridisierung immobilisiener Nukleinsiiuren.
Allerdings sind bei der Ganzzellhybridisierung zwei zusiitzliche Effekte zu beriicksichtigen, die
eine erfolgreiche Hybridisierung erschweren oder sogar verhindern konnen. Zwn einen liegt
die ribosomale RNS vermutlich noch mehr oder weniger im Komplex der Ribosomen
gebunden vor, so dafl ihre Sekundiirstruktur und Wechselwirkungen mit ribosomalen
Proteinen den Zugang der Sondenmolekwe erschweren oder verhindern konnen. Zwn
anderen mufl auch der Zugang in die Zelle moglich sein, was wn so schwieriger wird, je grofler
die Sondenmolekiile sind. Je nach Beschaffenheit der Zellhiille bzw. der Methode der Fixierung
konnen Vorbehandlungen (siehe 2.9.6) notwendig werden, urn einen freien Zugang zu
ermoglichen.
Verwendete Losungen:
Mit Ausnahrne des Waschpuffers, dem ab einer 20% Formamid enrsprechenden Natriurn-
chloridkonzentration auch EDTA-LOsung zugegeben wurde, waren die verwendeten Puffer
identisch mit denen der Membranhybridisierung (siehe Kapite! 2.9.1). EDTA ist notwendig,
wn bei niedrigen Natriurnchloridkonzentrationen den starken Hybrid-stabilisierenden Einflufl
zweiwertiger Kationen auszuschlieflen, der die Stringenz im Waschpuffer erniedrigen konnte.
• Waschpufferftir Ganzzellhybridisiemng




ad 50 m! H20
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Durchfiihmng:
Zellen (frische odet fixierte) wurden auf die sechs Aussparungen von mit Epoxidharz
vetsehenen Objeknragem (paul Marienfeld, Bad Mergentheim, DeutscWand) getropft Ge nach
Zelldichte 2-10 ).11). Nach einstiindigem Lufnrocknen oder 10miniitigem Trocknen bei 46°C
erfolgte Dehydratisieren und Nachfixieren durch eine aufsteigende Ethanolreihe Ge 3 min in
50, 80 und 96% EtOH) mit anschlieflendem 15miniitigem Lufttrocknen. Etwaige Vorbe-
handlungen wurden nach dieser Ethanolreihe an den getrockneten Zellen durchgefuhrt, urn die
Zuganglichkeit der Zellen fur die Sondenmolekwe zu verbessem. Angewendet wurden
enzymatische und chemische Methoden (siehe Kapitel 2.9.6). Anschlieflend wurden pro Feld 9
).11 Hybridisierungspuffer und 1 ).11 der eingesetzten Sondenlbsung (50 ng/).I1) aufgetragen und
gut vermischt. Die Hybridisierung erfolgte in einem isotonisch aquilibrierten Kunststoffrbhr-
chen (50 ml-ProbengefaB; Greiner, Niirtingen, DeutscWand) fur 90-120 min bei 35°C. Das
Rbhrchen wurde dazu mit Zellstoff ausgelegc und mit 1 ml Hybridisierungspuffer angefeuchtet.
1m AnscWufl daran wurden die Objeknrager b:un mit auf 35°C vorgewanmen Waschpuffer
gespwt und bei gleicher Temperacur 20 min in einem Rbhrchen mit diesem Puffer gewaschen.
Nach dem Waschen wurden die Objeknrager kurz und vorsichtig mit H20desc gespwt und
luftgetrocknet (fur nichtfluoreszierenden POD-Nachweis) bzw. direkt weiterbehandelt (fur
Tyramid-Signal-Amplifikation).
2.9.3 Nichtfluoreszierender Nachweis der Meerrettichperoxidase-markierten Sonden
Auf die getrockneten Felder wurden von den fertigen Inkubationslbsungen pro
Objeknragerfeld 30 ).11 aufgetragen und nach der Inb:ubationszeit von 5-10 min mit H20desc
abgespwt. Anschliellend wurde luftgetrocknet. Das Einbetten zur mikroskopischen Analyse
erfolgce mit 50% Glyzerin in H20. Folgende Substrate wurden verwendet:
2.9.3./ 4-TriethyICfltnoXY'/'lIophthoi
"BM TETON POD-Subscrat, priizipitierend" (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutsch-
land)
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• Stamm!osU/lg: LOslmg ill DMF (Dimethylfonna11lid), stabi!isiert
• 111kllbatiol1spliffir: 0,1 M Tris-HC/,' 0,1 M NaC/,' 0,05 M MgCi2;pH 8,0
5 ,u Stammliisung wurden zu 1 ml Inkubationspuffer pipettiert und mit 0,6 ,u H202 (30%, viv)
versetzt.
2.9.3.2 DAB-Substrat
(Metal! verstiirkt, prazipitierend; Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland)
Dieses Substrat wurde nach HerstelJerangaben, mit dem Peroxidpuffer verrnischt, angewendet.
2.9.4 Chemilumineszenznachweis
FUr diesen Nachweis wurde neben dem oben beschtiebenen ECL (Kapitel 2.9.1) das
"SuperSignal™ Nucleic Acid ChemiJuminescent Substrate for Nucleic Acid Blotting" (pierce;
Rockford, n, USA) verwendet. Das HerstelJen der Substratliisung erfolgte nach Hersteller-
angaben wie bei ECL durch Mischen der beiden gelieferten Liisungen im Verhiiltnis 1:1.
Substratliisungen von ECL und SuperSignal® wurden nach Hybridisieren und Waschen zum
Einbetten der getrockneten Objekrtrager verwendet.
2.9.5 Tyramid-Signal-Amplifikation (TSA) als fluoreszierender Nachweis POD·
markierter Sonden
Bei dieser Nachweismethode wild die Fiihigkeit der Meerrettichperoxidase ausgenutzt,
phenolische Gruppen zu radikalisieren. Die in der Substratliisung gebildeten Tyrarnid-Radikale
sind sehr reaktionsfreudig und gehen kovalente Bindungen mit ihresgleichen oder anderen
phenolischen Resten ein. Beim TSA-System ist die Dimerisierung zweier Substratrnolekille
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unerwiinscht, weil diese somit fur den Peroxidasenachweis nicht mehr zur Verfugung stehen,
mangels ausreichender Konzentration an aquivalenten Reaktionspartnem binden die gebildeten
Radikale aber auch an Tyrosinreste in den Zielzellen (mit dem gewiinschten Effekt der
Markierung der Zellen). Die Tyramide sind kovalent gekoppelt an Biotin oder giingige
Fluoreszenzfarbstoffe wie A.t\1:CA, Fluorescein, Tetramethylrhodamin oder Cy3 erhiiltlich, eine




0,1 M Tris-HCl, pH 7,5
0,15 M NaCl
0,05% (vi v) Tween® 20
• 40%ige DexfrallSJI!fatlosJlng
40% (wi v) Dextransulfat (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in H20




Die in den entsprechenden TSATM-Direct-Kits enthaltene Tyramide wurden
in emsprechenden Volurnina Dirnethylsulfoxid (Fluorescein-Tyramid und
Terramethylrhodamin-Tyramid) bzw. H20 (Cy3-Tyramid) gelost.
Durchfiihrung:
Die nach dem Waschschritt der Hybridisierung mit H20 abgespiilten, noch nicht getrockneten
Objekttrager wurden in ciner Schale bei Raumtemperatur fur 15 min mit TNT-Puffer unter
Schiitteln aquilibrien. Anschlieflend wurde iiberschiissiger Puffer vorsichtig entfemt, ohne
jedoch die einzelnen Hybridisierungsfelder trocknen zu lassen. Pro Objekttrager wurden 100 f-ll
Substratlosung (entsprechend der Herstellerangabe 1:50, bzw. bis zu 1:200 irn Amplifikations-
diluem verdiinnte Fluorochrom-Tyramide) aufgebracht und 5-10 min inkubiert. Altemariv
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wurde der Amplifikationsdiluent 1:1 mit 4O%iger Dextransulfatlosung vermischt, bevor die
Fluorochrom-Tyramide 1:50 verdiinnt zugegeben Willden. Mit dieser Substratlosung wurde bis
zu 45 min inkubiert. Nach der Inkubation Willden die Objekttriiger kurz in TNT-Puffer gespiilt
und anschlie!3end weitere 15 min in diesem Puffer gewaschen. Bei der Altemativmethode mit
Dextransulfat Willde dieses Waschen bei 55°C, ansonsten bei Raumtemperatur, aber jeweils
unter Schiitteln im Dunklen durchgefiihrt. Nach diesem Waschschritt wurden die Objekttriiger
nochmals kurz mit H20 gespiilt, getrocknet und in Citifluor AFI (Citifluor Ltd., Canterbury,
England) eingebettet.
2.9.6 Vorbehandlungen
Wie oben angesprochen, wurden verschiedene Vorbehandlungsmethoden zur Verbesserung
der Zugiinglichkeit der Zellen fur die Sondenmolekiile durchgefiihrt.
Verwendete Liisungen:
• Lyso1)lmliimng





1 mglml Proteinase K (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) in
H20
• SDSI Dithiothreitol (Nicholson und Setlow, 1990)
1% (wlv) SDS
50 mM Dithiothreitol (DIT; Sigma, Deisenhofen, DeutscWand)
SDS in 40 ml H20 auf 65°C erwiirmen und entsprechende Menge an DIT
zugeben
• EssigsiillreanqydridlWasserstojJPeroxid (El-Gammal und Sadek, 1988)
10% (vi v) Essigsiiureanhydrid
3% (vi v) WasserstoffPeroxid
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Vorbehandlungen wurden stets mit den bereits auf Objekttragem immobilisierten und der
Ethanolreihe unterzogenen Zellen durchgefuhrt. Bis auf die Behandlung mit SDS/DTI, bei
der der komplene Objekttrager in einem 50 ml-ProbengefaIl mit der LOsung bei 65°e inkubiert
wurde, wurden bei den Verfahren 30 fll der entsprechenden LOsung auf die Aussparungen der
Objekttrager pipettiert und in einer feuchten Kammer inkubiert (Zeit und Temperarur sind in
Tabelle 2.7 zu linden). AnschlieBend wurden die Objekttrager mit H20 abgespillt, getrocknet
und emeut einer Ethanolreihe unterzogen. Nach dem Trocknen wurde die unter 2.9.2
beschriebene Hybridisierung fortgesetzt.
Behandlung Zeit Temperarur
Lysozym 5-30 min 37°e
Proteinase K 10 min ooe
SDS/DTI 30 min 65°e
Essigsaureanhydrid/H20 2 1 h RT
SDS/Triton XlOO 1 h 46°e
FA 1 h 46°e
Tabclle 2.7: Zeiren unci Temperaturen fur Vorbehandlungen
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2.10 Doppelhybridisierungen mit Meerrettichperoxidase-markierten
Sonden
Doppelhybridisierungen mit zwei POD-rnarkierten Sonden rnuilten sukzessive erfolgen, wobei
die erste Hybridisierung wie sonst iiblich einschlieBlich der Detektion der Sonde durchgefuhrt
wurde. Der getrocknete Objekttrager wurde anschlieBend der zweiten Hybridisierung
unterzogen. Urn die POD-Sonde aus der ersten Hybridisierung zu inaktivieren, wurde z. T. ein
Hitzeschritt vor die zweite Hybridisierung geschaltet (80°C, 1 h). Die beiden Sonden konnten
sowohl nichtfluoreszierend als auch fluoreszierend detektiert werden.
Doppelhybridisierungen mit POD- und fluoreszenzrnarkierter Sonde konnten simultan
durchgefuhrt werden. Dazu wurde zurn Hybridisierungsansatz mit der POD-Sonde 1 fll
Arbeitslosung der fluoreszenzrnarkierten Sonde zugegeben und die Hybridisierung wie sonst
iiblich einschlieBlich der Detektion der POD-Sonde forrgesetzt.
2.11 Ganzzellhybridisierungen mit fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotiden
Hybridisierungen mit fluoreszenzrnarkierten Oligonukleotiden wurden bei einer Ternperarw:
von 46°C durchgefuhrt und bei einer Ternperarw: von 48°C gewaschen. AuBerdern enthielt der
Hybridisierungspuffer kein Blocking Reagens, das durch H20 ersetzt wurde.
Verwendete Liisungen:
Fiir Hybridisierungs- und Waschpufferverwendete Stammlosungen siehe 2.9.11
• HybridisierullgspuJfer
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• If7aschpuiftr
1 M Tris-HCl (pH 8,0)
5MNaCl
0,5 M EDTA (ab 20% FA)
10%SDS





Wie bei der Hybridisierung mit 35°C war auch hier die NaCl-Konzentration abhangig von der
Formamidkonzenttation irn Hybridisierungspuffer. AufschluB iiber die entsprechenden
Kombinationen gibt Tabelle 2.8:











































Tabellc 2.8: Waschpuffer rur Hybridisicrungcn bei 46°C in Abhangigkci[ von de! Focmamidkonzcnuation des Hybridisic·
rungspuffecs.
Durchfiihrung:
Die Zellen wurden wie unter 2.9.2 beschrieben vorbereitet, mit 9 fll Hybridisierungspuffer,
vermischt mit 1 fll Sondenarbeitsli:isung, (oder 8 fll und je ein 1 fll unrerschiedlich markierter
Sonden fur Doppelhybridisierungen) iiberschichtet und 1,5-2 h in einer mit Hybridisierungs-
puffer angefeuchteten Kammer bei 46°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen auf dem
Objekttrager kurz mit auf 48°C vorgewiirmtem Waschpuffer abgespiilt und in einem 50 ml-
ProbengefaB mit dem gleichen Puffer 15-30 min bei 48°C gewaschen. Nach diesem Schritt
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wurde vorsichtig mit H20 abgespiilt und luftgettocknet Die Einbettung der Objektttiiger fur
das Mikroskopieren erfolgte wie oben in Citifluor.
2.12 Dokumentation der Hybridisierungsergebnisse
2.12.1 Konventionelle Licht- bzw. Aujlichtjluoreszenzmikroskopie
Zm Analyse und Dokumentation der Ganzzellhybridisierungsergebnisse standen rnehrere
Mikroskope, ausgeriistet mit Auflichtfluoreszenzeinrichtung (Axioskop, Axioplan, Axiophot 2,
Axiovert; Carl Zeiss, Jena, Deutschland), zm Verfiigung. Sie waren ausgestattet mit Plan-
Neofluar-Objektiven in den Vergro5erungen 10-, 20-, 40-, 63- und 100fach und ent-
sprechenden Kameraeinheiten (MC100 bzw. Axiophotaufsatz) zm Dokumentation auf
Farbdia- (Kodak Ektachrome P1600x oder 100S) oder schwarzweill Negativfilmen (Kodak
TmaAOO).
Mit POD-Sonden hybridisierte Zellen, bei denen der Nachweis nichtfluoreszierend erfolgte,
wurden mit dern Dmchlichtverfahren im Hellfeld und Phasenkonttast mikroskopiert.
Die Detektion von Chemilurnineszenzsignalen erfolgte mit Hilfe einer hochempfindlichen
photonensensitiven Kamera (Hamamatsu C2400-47; Hamamatsu Photonics, Herrsching,
Deutschland), die an den Kameraausgang eines Axioplans (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)
montiert war. Niiheres zm Aufnahme von Bildern und zm Funktionsweise der Kamera findet
sich bei Sternberg et al. (1997).
Die Auflichteinrichtung beim Axiophot 2 war mit einer 100 W Quecksilberhochdrucklampe,
die der anderen Mikroskope mit einer 50 W Lampe ausgestattet. Die Leuchtintensitiit der 100
W Lampe war iiber eine AttoArcTM-Steuereinheit (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) regelbar. Fiir
die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe standen folgende, in Tabelle 2.9 aufgefiihrten, Filter-
kombinationen zm Verfiigung:
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Filtersatz Anregungsfilter [om] Farbteiler [om] Emissionsfilter [om] verwendbar fUr
01 BP 365/12 Ff 395 LP 397 DAPI
09 BP 470/40 Ff 510 LP 520 FLUOS
15 BP 546/12 Ff 580 LP 590 TRITC, Cy3
16 BP 485/20 Ff 510 LP 520 FLUOS
20 BP 546/12 Ff 560 575-640 TRITC, Cy3
HQ-FITC HQ 480/40 Q 505 LP HQ 535/50 FLUOS
HQ-Cy3 HQ 545/50 Q 565 LP HQ 610/75 Cy3, TRITC
Pinkel BP 495/15, Polychroic 400, Nr.3368 FLUOS u.
Dual BP 575/25 refl. TRITC bzw.
405/495/575 Cy3
Tabelle 29: Fiir die EpifluQreszenzmikroskopie verwendete Filtcrsacze (Carl Zeiss. lena; HQ· und Pinkel Dual Filtersat2e
uher AHF Analysentecboik, Tubingcn). BP. BandpaJl; LP, LangpaJl; FT, FarbteiJer; HQ. "High Quality".
2.12.2 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie
Die konfokale Laserscanning-Mikroskopie bietet den Vorteil, Objekte ohne die st6rende
F1uoreszenz der Bereiche ober- und unterhalb der eingestellten Fokusebene zu erfassen. Dies
ist vor allem dano von VOtteil, wenn das zu beobachtende Praparat starke Autofluoreszenz
oder eine grolk raumliche Ausdehnung besitzt, welche in der konventionellen Ivlikroskopie
nicht adaquat dargestellt werden kana. Emittiertes Licht aus Brennebenen, die tiber oder unter
der Fokusebene liegen, kana die Bildschiirfe erheblich reduzieren. Diese Beschrankung kana
durch die konfokale Laserscanning-Ivlikroskopie aufgehoben werden.
Das Praparat wird punktfOrmig mit monochromatischem Licht angeregt, wobei a1s
Lichtquellen Laserlinien verschiedener Wellenlange genutzt werden. Das zu untersuchende
Objekt wird auf diese Weise in zwei fulurru:ichtungen abgerastert. Die von jedem Bildpunkt
ausgesandte Fluoreszenz wird tiber Photomultiplier verswkt und von einem Detektor a1s
Helligkeitswert gemessen. Dabei ist im Lichtweg ein "pinhole" (eine k1eine Lochblende)
eingeschaltet, welches bewirkt, daJ3 nur Licht aus einer definierten Brennebene, bei
gleichzeitiger Ausblendung samtlichen Streulichtes, detektiert wird. Durch wiederholtes
Abrastern verschiedener Fokusebenen werden optische Schnine durch ein Praparat gelegt, die
zusammen die dreidimensionale Struktur des Praparats wiedergeben. Die Bildinformation steht
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dabei pixelweise in digitaler Form zur Verfiigung. Dadurch wird eine anschlieflende
Bildbearbeitung sowie die Darstellung der raumlichen Information in Form von Projektionen,
Schnitten oder farbcodierren Tiefenprofilen ermiiglicht.
1m Rahmen dieser Arbeit wurden ein inverses konfokales Laserscanning-Mikroskop Yom Typ
LSM 410 und sein Nachfolgemodell LSM 510 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland), koppelbar an
einen inversen oder aufrechten Mikroskopstand, verwendet. Genauere Daten zurn LSM 410
finden sich z. B. bei Snaidr (1998), das LSM 510 wurde mit Laserlinien bei 488 nm und 543 nm
benutzt, die Steuerung und Bildverarbeitung erfolgte iiber die mitgelieferte Software (Version
1.49.44). Bilder wurden iiber PowerPoint 97 (Microsoft GmbH, Unterhaching, Deutschland)
mit einem Diabelichter (personal LFR plus; Lasergraphics, Irvine, CA) auf Farbumkehrfilm
(Kodak Ektachrome 100S) ausgegeben.
2.13 Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen
2.13.1 QuantiJizierung mittels mikroskopgestiitzter Bildverarbeitung
Ausfiihrliche Beschreibungen der Bestandteile des Quantifizierungssystems sowie des
genutzten Softwareprogramms FGCELL sind bei Trebesius (1995) zu finden.
2.13.1.1 Voreinstellung der Parameter iflr Bildaufnahme
Theoretisch sollten die Parameter Helligkeit und Kontrast der Kamerasteuereinheit so
eingestellt werden, dall die zu untersuchenden Proben den gesamten Dynamikbereich der 256-
stufigen Grauwertskala der CCD-Kamera (CFI5/2; Kappa Mefltechnik, Gleichen, Deutsch-
land) ausschiipfen kiinnen, ohne allerdings den oberen oder unteren Grenzwert zu erreichen.
Bei konstanter Belichtungszeit kiinnen dann die ennittelten Werre direkt miteinander vergli-
chen werden. Bei den sehr groflen Helligkeitsunterschieden von direkt £luoreszenzmarkierten
Oligonukleotiden und POD-markierten Oligonukleotiden, die mit dem TSA-System nach-
gewiesen wurden, war eine einheitliche Voreinstellung aber nicht miiglich, so dall bei konstan-
ten Parametem Helligkeit und Kontrast, die Belichtungszeit entsprechend angepallt wurde. Da
der lineare Zusammenhang von Zeit und Helligkeitswert bei dieser Meflanorclnung bereits
gezeigt wurde (Trebesius, 1995), konnten die ennittelten Werte nach Umrechnung ebenfalls
miteinander verglichen werden.
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2.13.1.2 Alljnah111e der Bilder
FUr jede zu messende Hybridisierung wuxde ein einzelner Objekrtrager verwendet, der bis zur
Analyse im Dunk/en aufbewahrt wurde. Nach Einbetten in Citifluor wurde 10 min bei RT
inkubiert und anschliellend unter dem Mikroskop analysiert. Die Bildaufnahmeoption wurde in
OPTIMAS (Version 3.01, Bioscan Inc., Washington, Dq auf ,,Acquire" gestellt, der
Kameraausgang des Mikroskops geoffnet, und die Bildaufnahmeoption auf "Freeze" gesetzt.
Das erhaltene Bild wuxde als TIFF-Datei gespeichert. FUr jede Hybridisierung wuxden
mindestens 100 quantifizierbare Objekte aufgenommen.
2.13.1.3 Aliswerfen der Bilder
Die zu einer Hybridisierung gehorigen Bilder wuxden nacheinander mit dem Prograrnm
FGCEll ausgewertet, wobei die erhaltenen Daten sukzessive in einer ASCII-Datei gespeichert
wuxden. Diese Datei wuxde in das Tabellenkalkulationsprograrnm EXCEll 5.0 (Microsoft
GmbH, Unterhaching, Deutschland) eingelesen und weiter bearbeitet. Da unterschiedliche
Vorbehandlungsmethoden Einflull auf die Grolle der Zellen nahmen, wuxde darauf verzichtet,
die relative Fluoreszenzintensitat als Helligkeit pro Flache zu bestimmen und start dessen die
Helligkeit pro Zelle verwendet, urn diesen Einflull auszuschliellen. FUr jede Hybridisierung
wuxde Mirtelwert und Standardabweichung aus allen gemessenen Zellen berechnet. Werte fUr
Aufnahmen mit niedrigen Belichtungszeiten wuxden auf die jeweils hochste Belichtungszeit
extrapolien.
2.13.2 Quantifizierung mittels Durchfluflzytometer
2.13.2.1 Pn'lI& der DJlrchjl"./f'?]to111etrie
Die Durchflullzytometrie ist ein Verfahren, bei dem Zellen oder allgemein Partikel in einem
diinnen Fhissigkeitsstrahl nach verschiedenen physikalischen und chemischen Parametem
vermessen werden konnen. Als Detektorsysteme werden neben optischen auch elektronische
und akustische Sensoren und Sensoren fUr Radioaktivitiit eingesetzt werden (Shapiro, 1995). In
dieser Arbeit wuxde mit dem giingigsten Typ, dem Durchflullzytometer mit Streulicht- und
Fluoreszenzmessung gearbeitet.
Die in Fliissigkeit vorliegende Probe ~,cell suspension'') wird iiber eine sehr feine Nadel als
Probenstrom in einer Kammer ~,flow chamber'') in einen breiten Mantelstrom G,sheath
liquid'') eingespritzt (vgl. Abbildung 2.1). Am Ende der Kammer tritt der Fliissigkeitsstrahl
durch eine sich ve~iingende Diise aus. Dadurch wird der gesamte Strahl auf den Diisen-
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durchmesser (zwischen 50-200 filll, je nach Fabrikat) eingeengt. Sowohl der Mantelstrom als
auch die sich verjiingende Diise haben den Effekt, dafl die Zellen im Probenstrahl vereinzelt





Abbildung 2.1.: Schematischer Aufbau cines DurchfluBzytometers Caus Dean. 1990)
Durch diese sogenannte hydrodynamische Fokussierung passieren die Zellen einzeln und exakt
un Zentrum des Fliissigkeitsstrahls, aufgereiht wie Perlen an eIDer Schnur, den
Beobachtungspunkt und werden schliefllich in einem AbfallbehaIter ("center flask") aufge-
fangen. An diesem Beobachtungspunkt treten die Zellen mit dem Anregungslicht in Wechsel-
wirkung. Dieses wird zurn einen von den Zellen in aile Richtungen gestreut (Streulicht), zurn
anderen absorbiert und als Fluoreszenzlicht wieder emittiert. Durch geeignete Spiegel- und
Filtersysteme k6nnen die verschiedenen Signale aufgrund ihrer rawnlichen und spektralen
Unterschiede voneinander getrennt und jeweils eigenen optischen Detektoren zugefuhrt wer-
den. Diese wandeln die optischen in elektrische Signale urn, die dann weiterverarbeitet werden.
Vorteil der Bestimmung der Fluoreszenzintensitiit mittels Durchfluflzytometer ist neben des
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groBen Dynamikumfangs der MeBanordnung, der Messungen iiber mehrere GroBenordnungen
unter Beibehaltung der voreingestellten Parameter zuliillt, auch der hohe Probendurchsatz, der
sehr schnell statistisch abgesicherte Durchschnittswerte fur Messungen liefert.
2.13.2.2 VeTlJ/endetes Gerat
AIle Arbeiten wurden an einem DurchfluBzyrometer "FACS Star Plus" (Becton Dickinson,
Mountain View, CA) in der Arbeitsgruppe "DurchfluBzyrometrie" an der GSF
(Forschungszenttum fur Umwelt und Gesundheit, GmbH, Neuherberg, Deutschland) in
Zusarnmenarbeit mit Herro Bernhard Fuchs durchgefuhrt. AIle weiteren Geriitedaten wie
lichtquellen und Filter finden sich bei Fuchs (1996).
2.13.2.3 Gan~e/lhybridisienmg in Fliissigkeit
Verwendete LOsungen:
Hybridisierungspuffer wurden hergestellt wie bei den entsprechenden Hybridisierungen
beschrieben (!<apite! 2.9.2 und 2.11). Anstelle der dort benutzten Waschpuffer wurde der
jeweilige Hybridisierungspuffer zum Waschen verwendet.
• Lyso?yfIJ/iisung








FUr fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide wurden die Hybridisierungen standardmiillig
durchgefuhrt wie schon friiher beschrieben (Wallner et ai, 1993; Fuchs, 1996; Wallner et ai,
1995). Dieses Standardprotokoll wurde fur POD-markierte Sonden wie folgt abgewandelt: mit
PFA fixierte Zellen wurden abzentrifugiert (S.OOOx g, 5 min), und das Pellet nach Verwerfen
des Oberstands in der Lysozymlosung resuspendiert. Nach einer Sminiitigen Inkubation auf
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Eis wurde emeut abzentrifugiert, in 1x PBS gewaschen und 80 f.ll Hybridisierungspuffer,
versetzt mit 2 f.ll einer Sondenarbeitslosung (siehe Kapite! 2.7.3), zugegeben. Zellen, die in
Ethanol fixiert wurden, wurden ohne Vorbehandlung hybridisiert. Nach 3 h Hybridisierung bei
35°C wurde abzentrifugiert, der Puffer durch den entsprechenden Hybridisierungspuffer ohne
Sonde ersetzt und weitere 30 min bei 35°C gewaschen. Nach dem Waschschritt wurde emeut
abzentrifugiert und anschlief3end mit TNT-Puffer (siehe Kapite! 2.9.4) fur 15 min bei
Raurntemperatur aquilibriert. Wieder wurde abzentrifugiert und die Zellen in Fluorescein-
Tyramid-Subsrratlosung resuspendiert. Nach 5 min bei Raurntemperatur wurde zentrifugiert
und 15 min bei Raurntemperatur in TNT-Puffer gewaschen. Schluf3endlich wurden die Zellen





3.1 Hybridisierungen mit Meerrettichperoxidase-markierten Sonden
Bei der Hybridisierung mit Meerrettichperoxidase-markierten Sonden Hiuft im Prinzip der
gleiche Vorgang ab wie bei der Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten Sonden, nur daB der
Ruoreszenzfarbstoff durch das Enzym ersetzt wird. Eine erfolgreiche Anwendung dieser
Methode setzt die Zuganglichkeit fur die, im Vergleich zu direkt fluoreszenzmarkierten Son-
den, gri:i13eren enzymgekoppelten Sondenmolekiile voraus. Zu beachten ist aul3erdem die Not-
wendigkeit einer niedrigeren Hybridisierungstemperatur, bedingt durch die Temperatur-
instabilitiit des verwendeten Enzyms. Urn die sondentypische Stringenz der Hybridisierung zu
erhalten, mul3 daher mehr Forrnarnid zugegeben werden (siehe 2.9). Zudem kann eine Enzym-
markierung nicht direkt, z.B. durch Fluoreszenzanregung, nachgewiesen werden. Ein weiterer
Detektionsschritt nach der Hybridisierung ist notwendig, urn das durch die Hybridisierung der
Sonde an die rRNS in der Zelle vorliegende Enzym sichtbar zu machen. Man bedient sich dazu
verschiedener Substrate, die spezifisch von der Meerrettichperoxidase urngesetzt werden und
dabei ihre Eigenschaften so veriindem, daB deren Anwesenheit erkennbar wird. In dieser
Arbeit wurden drei prinzipiell unterschiedliche Detektionsmethoden verwendet.
3.1.1 Nichtjluoreszierender Nachweis
Fiir die nichtfluoreszierende Detektion bei Ganzzellhybridisierungen wurden chromogene Sub-
strate benutzt, die durch die Umsetzung zum einen ihre Farbe anderten, zurn anderen
prazipitierten und so lokal begrenzt am Bildungsort, sprich nur in hybridisierten Zellen, eine
Farbreaktion ausli:isten. Positive Zielorganismen konnten dann leicht durch diese AnEirbung
erkannt werden. 1m Rahmen dieser Arbeit wurden TETON, das einen blauen Niederschlag
bildet, oder das braun.lich-schwarz prazipitierende DAB-Substrat verwendet. Durch die unter-
schiedliche Farbe der beiden Substrate war es mi:iglich, Zellen die gemeinsam in einer Probe
vorlagen, durch zwei aufeinanderfolgende Hybridisierungen mit unterschiedlichen Sonden zu
diskriminieren, indem die Detektion der gebundenen Sonde nach der ersten Hybridisierung mit
dem briiun.lich-schwarzen DAB-Substrat durchgefuhrt wurde und nach der zweiten
Hybridisierung mit dem blauen TETON. Abbildung 3.1 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer
Doppelhybridisierung und die Detektion mit den beiden unterschiedlichen Substraten.
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Abbildung 3.1: Beispiel fur cine sukzcssivc Doppelhybridisierung mit Meerrertichperoxidase~markierten Sonden mit
nichtfluoreszierender Derektion der gebundenen Sondenmolekiile. Eine Mischung aus Zellen von A1icrocO/fllS sp. PCC 7420
und Tof>pothrix sp. PCC 7101 wurde nacheinander mit den Sonden CYA664 und CYA762 hybridisiert. Die Sonde CYA664
war spezifisch fur To!;polhrix sp. und wurde mit clem brauoen DAB-Substtat nachgewiesen, die Sonde CYA762 war spezi-
fisch rur beide Stiirnme. AuBer den Zellen von Mi(fOeo/flls sp. wurden nach dec zweiten Hybridisierung beim Nachweis mit
clem bLauen Substrat TETON auch einige der nach dec cesten Hybridisierung nach nichr gefirbten ZeUen in den Filamenten
von Tofypothnx sp. gef:irbt. l-IeUfeldaufnahme; VergroBerung 400fach; Balken 20 fJ.ITl.
3.1.2 Chemilumineszenznachweis
3.1.2.1 Membranhybridisierungen
Hybridisierungen von membrangebundenen Nukleinsauren mit Meerrettichperoxidase-mar-
kierten Sanden wurden bei einer Anzah! von PCR-Produkten von Referenzorganismen zur
Charakterisierung der Spezifitiit von cyanobakterienspezifischen Sonden durchgefuhrt. Mit
ECL als Substrat konnte die Anwesenheit gebundener Sonden aufgrund emittierter Cherni-
lurnineszenz auf Rontgenfilmen detektiert werden. Bei konstanter Temperatur von 35°C wur-
den durch unterschiedliche Konzentrationen an Formamid im Hybridisierungspuffer und
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entsprechend an NaCl im Waschpuffer geeignete Stringenzen fur die Hybridisierung be-
stimmt, die nur eine spezifische Bindung der Sonden zulie13en (siehe 3.2.2).
3.1.2.2 Ganzzellhybridisienmgen
Auch bei Hybridisierung ganzer Zellen mit Meerrettichperoxidase-markierten Sonden wurden
chernilumineszierende Substrate zum Nachweis der sondenverrnittelten Enzyrnaktivitat ver-
wendet. Mit einer photonensensitiven Karnera auf der Detektionsseite war es moglich, mit dem
SuperSignal™-Substrat, nicht aber mit ECL, spezifische Signale zu erhalten, wobei die Substrat-
losungen zum Einbetten der hybridisierten Zellen verwendet wurden und so wamend der
Beobachtung zur Verfugung standen. Wie die Abbildung 3.2 zeigt, waren fur E. coli Signale nur
aus gro13eren Ansarnmlungen ab etwa 20-40 Zellen nachweisbar, bei den gro13eren Cyanobak-
terien wurde fast Einzelzellniveau erreicht. Neben dem ebenfalls in Abbildung 3.2 gezeigten
(jlindrospenl11/m sp. pce 7417 konnten auch Nos/oc sp. pee 7120 und Aphanizomenon sp. pec
7905 in ahnlicher Auflosung dargestellt werden.
A
B
Abbildung 3.2: Nachweis Meerrettichperoxidase-markierter Sonden in ganzen Zellen mit Hilfe cines chemilumineszierenden
Substrates. Hybridisierung jeweils mit EUB338. A, Zellen von E. coli. B, Filament von Cylindropm11Um sp. PCC 7417. Links,




3.1.3 Steigerung der Sensitivitiit von Ganzzellhybridisierungen durch Tyramid-
Signal-Amplijikation (TSA)
Bei dieser Art von Signalverstiirkung wird das Potential der sondengebundenen Meerrettich-
peroxidasemolekille ausgenutzt, mehr als ein Substratmolekill wnzusetzen. Gilt bei direkt
£luoreszenzmarkierten Sonden, daB jedes Sondenmolekill genau ein Fluoreszenzmolekill zur
Detektion beitriigt, kann jedes an die Zelle gebundene Enzyrnmolekill theoretisch die
Anlagerung beliebig vieler detektierbarer Substratmolekille induzieren. Dadurch kommt es zur
gewiinschten Signalverstiirkung.
3.1.3.1 Spezjfttiit tlnd Anwelldbarkeit
Erste Resultate mit einer Mischung aus ethanolfixierten Zellen von Escherichia coli und Acineto-
bacter calcoacetictlS, jeweils aus logarithmischer Kultur, zeigten die Moglichkeit, auch mit dieser
Methode spezifische Detektionen zu erreichen. Wiihrend mit der fur die meisten Bakterien spe-
zifischen Sonde EUB338 (5'-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3' [Stahl et aI., 1989; Amann et aI.,
1990]) beide Organismen angefarbt wurden, zeigten nach der Hybridisierung mit der Sonde
ACA23a (S'-ATCcrCTCCCATACTCTA-3' (Wagner et aI., 1994]) nur die kokkoiden Zellen
von A. calcoaceticus starke Fluoreszenz. Beide Male waren die Signale mit den emsprechenden
direkt £luoreszenzmarkierten Sonden deutlich schwacher, wie der Vergleich bei gleicher
Belichrungszeit aufgenommener Bilder zeigt (Abbildung 3.3). Mit der fur Eukaryomen
spezifischen Sonde EUK516 (5'-ACCAGACTTGCCCTCC-3' [Amann et aI., 1995]) durchge-
fuhrte Negativkontrollen bzw. TSA-Inkubationen an nicht hybridisierten Zellen zeigten die
Spezifitiit des Nachweises fur durch Hybridbildung gebundene Sonden bzw. das Fehlen
endogener Peroxidasen bei den verwendeten Organismen. Eine geringe Hintergrund£luores-
zenz war stets yom deutlich helleren positiven Signal zu unterscheiden. Aufnahmen dieser
Negativkontrollen mit den fur die Dokumentation der Hybridisierungsergebnisse aus-
reichenden Belichtungszeiten liellen keine Fluoreszenz erkennen.
Urn die allgemeine Anwendbarkeit dieser Methode zu U?tersuchen, wurden Hybridisierungen
auch mit Vertretern anderer bakterieller Phyla durchgefuhrt. Bllrkholderia cepacia und Neisseria
canis als Vertreter der beta-Gruppe, sowie Brevundinl0nas dimimlla als Mitglied der alpha-Gruppe
der Proteobakterien konnten ebenfalls nachgewiesen werden, auch wenn die Signale von etha-
nolfixierten Zellen sehr uneinheitlich waren. Eine Verbesserung hinsichtlich dieser uneinheit-








Abbildung 3.3: Hybridisierongen von "Mischungcn aus Zellen von E. coli und A. ca«Oactticus.. A. Hybridisicrung mit
Mcerrcttichperoxidasc-ma.dcierter Sonde ACA23a und Nachweis mit Fluorescein~Tyramid. B, Hybridisierung mit
£luoresceinmarkierter Sonde ACA23a. C. Hybridisierung mit Meerrettichperoxidase-markierter Sonde EUB338 und
Nachweis mit Fluorcsccin-Tyramid. D, Hybridisierung mit !luoresceinmarkierter Sonde EUB338. Beuchtungszeit bei A und
B 4 s, bci C und D 2 s. Links, Phasenkontrn.staufnahmen~ rechts, Epifluoreszenz3ufnahmen mit clem Filtersatz 09;
VcrgroBerung 1.000fach, Balken 10)l1ll.
Bei grarnposiriven Organismen mit hohem G+C Gehalt der DNS (Corynebacterillm g/lItamiCl/IJI
und MicrocoCCtfS Mells) bzw. niedrigem G+C Gehalt der DNS (Baci//lls slIbti/is, B. cerellS und B.
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jirmus) waren dagegen nach Fixierung mit Ethanol und zusatzlicher Vorbehandlung mit
Lysozyrn nur einzelne Zellen zu detektieren, diese aber mit hoher Signalsrarke. Von den
untersuchten Euryarchaeota zeigten die meisten in mehr als 50% der Zellen srarkere Signale
nach der Hybridisierung mit der Sonde ARCH915 (5'-GTGCfCCCCCGCCAATICCf-3'
[Stahl und Amann, 1991] als mit der entsprechenden direkt f]uoreszenzmarkierten Sonde.
Zellen von Me/hanogenium organophilunJ, die schon bei normaler Hybridisierung ungleichrnaflige
Signale zeigten, waren fur Meerrettichperoxidase-markierte Sonden nicht zuganglich.
Abbildung 3.4 zeigt Beispiele fur verschiedene Bakterien.
Urn die Sensitivirat der Methode weiter zu untersuchen, wurden Hybridisierungen mit E. coli-
Zellen durchgefuhrt, die tiber 60 Tage in Leitungswasser ausgehungert worden waren. Dazu
wurden Zellen verwendet, die entweder auf Polycarbonat£ltem konzentriert und durch
Trocknen fixiert oder mit Ethanol fixiert und auf Objekrrrager getropft wurden. Weniger als
5% der Zellen konnten in beiden Fallen angefarbt werden, wobei die Signale mit der
Standardmethode deutlich niedriger waren als die mit TSA. Eine Vorbehandlung mit Lysozyrn
(0,1 mg/ml; bis zu 30 min) erhbhte den Anteil der mit POD-Sanden detektierbaren Zellen auf
etwa 10-15% bei stark angestiegener Signalsrarke (Abbildung 3.5). Wurden die auf Filtem
konzentrierten Zellen auf mit LB-Medium getranktem Whatrnan Papier zunachst inkubiert
(Meier, 1997), so hatten sich nach drei Stunden kleine Kolonien mit zehn bis zwanzig, im
Vergleich zu den ausgehungerten Zellen funfrnal grbf3ere, Zellen gebildet, die unter zehn
Prozent der Gesamtzellzahl auf dem Filter ausmachten, aber fast aile ein sehr helles Signal
zeigten (Abbildung 3.5). Nach sechs Stunden Inkubation umfaf3ten die Kolonien 50 bis 100
gtbf3ere Zellen, die nach der Hybridisierung eine hohe Signalsrarke erreichten. Kleinere Zellen
waren nach dieser Inkubationszeit fast vollsrandig verschwunden. Eine Vorbehandlung mit
Lysozyrn nach drei- bzw. sechssriindiger Inkubation fiihrte zu einem Abfall der Signalintensitat.
Abbildung 3.4: Beispiele fUr die TyI1llllid·Signal-Amplifikation. Hybridisierungeo mit EUB338, markicrt mit
Meeccettichperoxidase, und Nachweis mit Fluorescein-Tyramid. A. E. (oG-Zellen aus stacionuer Phase. B. Boci/iJu (urlls. C,
Pstlldonobotno sp. PCC 6903. Links, Phaseokontrastaufnahmen; rechrs. Epifluoreszcoz2ufnahmen mit clem Filters2tz 09j





















































Abbildung 3.5: Hybridisierungen von ausgehungerten E. coii-Zellen auf Filtem. Hybridisierung mit EUB.338 markiert mit
Meerrettichperoxidase und Nachweis mit TSA. A, ohne Inkubarion, mit LysDzymbehandlung. B. oach dreistiindiger
Inkubarion auf mit LB-Medium getrinktem Whacman Papier, ohoe Lysozymbehandlung. Links, Epifluoreszenzaufnahmen
mit clem Filtersarz 01; rechrs, Epifluoreszenzaufnahmen mit clem Filtersatz 09; VergroBerung 1.000fach, Balken 10).UI1.
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3.1.3.2 Qtlalltifi'liml11g der Sigllalstdrkm iiber Bildverarbeittmg
E. coli-Zellen aus einer Dbemachtkultur wurden 1:10 (Kultur 1) bzw. 1:20 (Kultur II) in frisches
Medium iiberimpft und bei 37°C inkubiert. Zellen aus Kultur I wurden nach 45 Minuten bei
einer ODS60 von 0,7 geemtet, Zellen aus Kultur II nach zwei Stunden und einer ODS60 von
0,8. Auflerdem wurden Zellen aus der Obemachtkultur geemtet. Aliquots wurden jeweils mit
Paraformaldehyd bzw. Ethanol fixiert und nach Immobilisierung auf Objekttragem im
Vergleich den beiden Hybridisierungsverfahren unterzogen. Erste Hybridisierungen der mit
Ethanol fixierten Zellen mit direkt fluoreszenzmarkierten Sonden zeigten die hellsten und
gleichmiilligsten Signale bei Kultur I, bei Kultur II waren die Signale schwacher und nicht aile
Zellen hybridisiert. Bei der Dbemachtkultur waren nur einzelne Zellen viel schwacher
fluoreszierend zu erkennen. Dieser erste Eindruck spiegelte sich auch in den Werten der
Quantifizierung der Fluoreszenzsignale bei Kultur I und II wider: nach Fixierung mit Ethanol
waren die durchschnittlichen Signale von Kultur I heller (50,3 ± 16,1 relative Helligkeit pro
Zelle im Vergleich zu 42,2 ± 16,9). Das Verhaltnis Standardabweichung zu relativer Helligkeit
war dabei mit 32% bei Kultur I deutlich niedriger als bei Kultur II mit 40%. FUr die
Obemachtkultur konnten nach Fixierung mit Ethanol keine Werte bestirnmt werden, erst nach
Vorbehandlung mit Lysozym waren Signale von Paraformaldehyd-fixierten Zellen menbar
(12,0 ± 3,7). Die Angabe der Helligkeit pro Zelle und nicht pro Flache wurde nach den ersten
Hybridisierungen mit Meerrettichperoxidase-markierten Sanden und Signalverstiirkung
gewahlt, als deutlich wurde, dan die unterschiedlichen Verfahren nach der Hybridisierung
voneinander abweichende Zellgronen ergaben. Besonders auffallig war eine Zunahme der
Grone bei Zellen, die mit Paraformaldehyd fixiert, mit Lysozym vorbehandelt und mit
Meerrettichperoxidase-markierten Sanden hybridisiert wurden. Nach der Inkubation mit
Fluorescein-Tyramid war bei Kultur I und II etwa ein Verdopplung der Grone (1314 ± 285
bzw. 1308 ± 229) im Vergleich zu Zellen bei allen anderen Versuchen festzustellen, bei denen
im RJilimen der Mentoleranz mehr oder weniger gleiche Werte vorkamen (zwischen 650 ± 135
und 817 ± 142 Bildpunkte).
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Kultur Fixierung Lysozyrn Sonde Zeit Mitrel- Scandardab- korr. korr.
wert weichung Mitrelwert Scandard-
abweichung
PFA nem FLUOS 6 50,3 16,1 50,3 16,1 (32,1%)
PFA ja FLUOS 6 30,8 9,2 30,8 9,2 (29,9%)
EtOH nem POD 0,2 34,8 9,2 1044 276 (26,4%)
PFA nem POD 0,4 47,3 17,1 709,5 256,5 (36,1%)
PFA ja POD 0,6 102,2 29,3 1022 293 (28,7%)
II PFA nem FLUOS 6 42,2 16,9 42,2 16,9 (40,0%)
II PFA ja FLUas 6 23,6 6,9 23,6 6,9 (29,1%)
II EtOH nem POD 0,2 37,2 11,6 1116 348 (31,2%)
II PFA nem POD 0,4 42,2 16,9 633 253,5 (40,0%)
II PFA ja POD 0,6 134,0 34,9 1340 349 (26,0%)
ON PFA ja FLUOS 6 12,0 3,7 12,0 3,7 (30,5%)
ON PFA ja POD 0,4 68,3 16,4 1024,5 246 (24,0%)
Tabelle 3.1: Ergebnisse dec Quantifizierung mit dec Bildvcrarbeirung. Angegeben sind die relativen Helligkeiten pro Zelle
(korrigiene Wene sind auf die langste Belichrungszeit von 6 s extrapolien).
Die Signalstiirken nach den verschiedenen Vorbehandlungen und Hybridisierungen sind in
Tabelle 3.1 zu finden. Zunachst zeigte sich, daB bei der Hybridisierung mit
fluoreszenzmarkienen Sonden bei Zellen beider Kulturen eine Vemngerung der Signalstiirke
aufttat, wenn diese zunachst mit Lysozyrn vorbehandelt wurden. Nur 61 bzw. 56% der
urspriinglichen Intensirat wurden erteicht. 1m weiteren wurde bei der Angabe der
Signalverstiirkung als Verhiilmis von Signalintensirat mit Meerrettichperoxidase-markienen und
Signalintensirat mit fluoreszenzmarkierten Sonden der hohere Wen zugrunde gelegt. So
wurden mit TSA bei ethanolfixienen Zellen Versrarkungen urn den Faktor 21 (Kultur 1) bzw.
26 (Kultur II) erreicht. Bei Paraforrnaldehyd-fixienen Zellen waren die Signalstiirken 14 bzw.
15 mal hoher, nach Lysozyrnbehandlung dieser Zellen aber 20 und 32 mal. Neben der
niedrigeren Signalintensirat bei den Paraforrnaldehyd-fixierten, aber nicht vorbehandelten
Zellen fiel auch die ungleichmilligere Farbung auf, die sich in der erhohten
Standardabweichung widerspiegelte (CV von 36,1 bzw. 40,0%). Dec subjektive Eindruck, daB
Zellen, die mit Paraforrnaldehyd fixiert und mit Lysozyrn vorbehandelt worden waren, nach
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TSA im Vergleich zu den ethanolfixierten und unbehandelten Zellen einheitlichere Fiirbungen
der Zellen zeigten, konnte dagegen durch die Quantifizierungen nicht bescatigt werden. Eine
im Bereich der Kulturen I und II liegende Signalstiirke wurde bei Paraforrnaldehyd-fixierten
und vorbehandelten Zellen der Ubemachtkultur mit TSA erreichr, woraus sich, bedingt durch
den weitaus niedrigeren Wert bei der Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierter Sonde, eine
Verstiirkung urn den Faktor 86 ergab.
3.1.3.3 QlIafltift:deruflgw mit dem Dlirchfllljh;ytometer
Quantifizierungen mit dem Durchflul3zytometer boten den Vorteil, aufgrund des iiber mehrere
GroBenordnungen gehenden Dynamikbereichs dieses Gerates, Zellen nach den verschiedenen
Behandlungen, einschlie13lich der Negativkonrrollen mit einheitlichen Voreinstellungen messen
zu konnen. Messungen, die mit Paraforrnaldehyd-fixierten Zellen durchgefuhrt wurden,
erbrachten nur eine lOfache Signalverstiirkung bei vorbehandelten Zellen und TSA im
Vergleich zu nicht vorbehandelten Zellen, die mit fluoreszenzmarkierter Sonde hybridisiert
wurden (Abbildung 3.6). Bei TSA lag die durchschnittliche Helligkeit bei 2575 ± 302 relativen
Einheiten, wobei 22% aIler untersuchten Zellen nicht vollscandig gefarbt waren (Abbildung
3.6) und deshalb fur die Errnittlung des Durchschnirrswertes nicht herangezogen wurden.
Standardmiillig hybridisierte Zellen hatten cine durchschnittliche relative Helligkeit von 264 ±
16. Die Hybridisierung mit einer nicht bindenden Sonde (EUK516, spezifisch fur Eukarya)
resultierte mit TSA in einem durchschnittlichen Signal von 55 relativen Einheiten. Das Signal-
zu-Hintergrund-Verhalmis war mit 47 (2575/55) etwas niedriger als das des Standardsystems
mit 66. Wurde die Inkubation mit Fluorescein-Tyramid ohne vorherige Hybridisierung an
fixierten Zellen durchgefuhrt, lag der Wert nur knapp tiber der Autofluoreszenz der gleichen
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Seitwartsstreulicht
Abbildung 3.6: Veneilung von Scirwirtsstreulicht (x-Achse) und sondenvermittelrer Fluorcszenz (y-Achse). Hybridisiert
warden Reinkulruren von E. roo mit der Sonde EUB338 (A. B) bzw. EUK516 (C. D). In A und C sind Ergebnisse mit dem
TSA-Sysrem, in B und D mit fluoreszenzmarkierten Sonden dargestdlt Jeder Punkt cncspricht ciner :malysierten ZeUc.
Haufigkeiten konnen anhand der Dichte der Punkte bzw. dec iiberlagerten Koncourlinien (von innen oach auBen 3, 6, 12,
24,48 und 95% Haufigkcit) abgeschaut werden. Nach Schiinhubet" aL (1997).
3.1.3.4 A1IJJlendbarktit bei Utnweltproben
Um neben der Anwendbarkeit bei Reinkulruren auch die in nariirlichen Umweltproben zu
zeigen, wurden in Ethanol fixierte Proben aus dem Belebtschlamrnbecken einer Klaranlage und
aus einem Teich vergleichend mit der Standardmethode untersucht. Eine Abschatzung der
Detektionsraten als Anteil der mit EUB338 hybridisierten Zellen an der durch DAPI-
Anfarbung errnittelten Gesamtzellzahl zeigte, dafi mit dem TSA-System bei weitem weniger
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Zellen ansprechbar waren als mit der Standardrnethode. So karn es in der Belebtschlammprobe
einer Kliiranlage zu einer Detektionsrate von 77% fur die Standardrnethode, aber nur von 37%
fur das TSA-Systern. 1m Teich stand entsprechend eine Detektionsrate von 75% einer von
25% gegeniiber. Abbildung 3.7 zeigt das Ergebnis einer Doppelhybridisierung der
Belebtschlamrnprobe mit einer Cy3- und einer Meerrettichperoxidase-rnarkierten Sonde
EUB338, die anschlie13end mit Fluorescein-Tyrarnid detektiert wurde. Der iiberwiegende Teil
der Zellen war ausschlie13lich mit der direkt £Iuoreszenzrnarkierten Sonde rot anfarbbar, die
griinen bzw. gelben Zellen waren auch fur die enzyrnmarkierte Sonde zuganglich.
Abbildung 3.7: Doppelhybridisierung einer BelebcscWammproht' mit Meerrettichperoxidase· und Cy3·markierter Sonde
EUB338. Nachweis dec Meerrettichpecoxidase-markierten Sonde mit TSA. Links. Phasenkontrastaufnahme~ rechts.
Epifluoreszenzaufnahme mit Finkel Dual Filtersatz; Vergr613erung 1.000fach, Balken 10 ~.
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3.2 Ganzzellhybridisierung von Cyanobakterien
Da die Standardrnethode der Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden
bei Cyanobakterien aufgrund ihrer Autofluoreszenz erschwert bzw. giinzlich verhindert wutde,
war es notwendig, A1temativen auf ihre Anwendbarkeit bei Cyanobakterien zu untersuchen.
Eine Hybridisierung mit FLUOS- oder Cy3-markierten Sonden erbrachte bei allen
untersuchten Gruppen keine eindeutig positiven oder negativen Ergebnisse. Eine Einordnung
war, wenn iiberhaupt, nur durch direkten Vergleich mit Kontrollen moglich. Vermeintliche
Signale erhohten die Fluoreszenz der hybridisierten Zellen nur unwesentlich iiber die
Autofluoreszenz, und die Bewertung konnte nur sehr subjektiv erfolgen. Eine Dokumentation
gelang nicht, denn die Unterschiede waren zu gering. Prinzipiell gibt es mehrere Moglichkeiten,
das Problem der Autofluoreszenz zu umgehen:
• den nichtfluoreszierender Nachweis von Sonden,
• die Versrarkung der sondenvermittelten Fluoreszenz,
• die Emiedrigung der Autofluoreszenz und
• die Verwendung von Fluoreszenzmolekiilen als Sondenmarker, deren Absorptions- bzw.
Emissionsspektren sich von der Autofluoreszenz von Cyanobakterien unterscheiden.
SchwerpunktrnaBig wutden in dieser Arbeit die beiden ersten Moglichkeiten auf ihre
Anwendbarkeit zur in situ-Identifizierung von Cyanobakterien minels 16S rRNS-gerichteten
Oligonukleotidsonden gepriift. Die Moglichkeit des nichtfluoreszierenden Nachweises mit
direkt Meerrertichperoxidase-markierten Sonden war schon von Zarda (1994) und Schonhuber
(1995) an symbiontisch lebenden Cyanobakterien gezeigt worden und wutde in der
vorliegenden Arbeit systematisch auf die verschiedensten Vertreter der Cyanobakterien
ausgedehnt. Die zunachst unabhangig vom Nachweis der Cyanobakterien entwickelte
Tyramid-Signal-Amplifikation zur Versrarkung von fluoreszierenden Signalen bei der in silll-
Hybridisierung (siehe 3.1.3), die ja ebenfalls auf Meerrertichperoxidase-markierten Sonden
basiert, war auch fur Cyanobakterien irn Sinne der zweiten Moglichkeit erfolgreich.
Erste Hybridisierungen an ethanolfixierten Reinkulturen mit der Sonde EUB338 zeigten, daB
die Ergebnisse der Hybridisierungen von symbiontisch lebenden Cyanobakterien nicht einfach
iibertragbar waren. Wahrend letztere auch ohne Vorbehandlung zu einem hohen Anteil
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detektierbar waren (Zarda, 1994; Schonhuber, 1995), konnten von Reinkulturen freilebender
Cyanobakterien meist nur maximal 20% der Zellen angefarbt werden. Dies war insbesondere
fur die, \Vie symbiontische Cyanobakterien, in Sektion IV gehorenden, filamentosen,
Heterocysten-bildenden Spezies iiberraschender als z.B. fur unizelluliire Spezies aus den
Sektionen I und II. Bei ihnen kam es regelmiillig vor, daB nur einzelne Zellen innerhalb der
Ketten angefarbt wurden. Zwei Moglichkeiten bieten sich als Erklarung: entweder waren die
untersuchten Cyanobakterien nicht zugiinglich fur die, im Vergleich zu fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotiden, groBeren Sondenmolekiile, oder die Zahl der an die Ribosomen gebundenen
Sanden reichte nicht aus, urn das Detektionslimit der Methode zu erreichen.
3.2.1 Entwicklung von cyanobakterienspeziJischen, 16S rRNS-gerichteten Sonden
Zur weiteren Untersuchung der Spezifitiit bei der Hybridisierung mit Meerrettichperoxidase-
markierten Sanden innerhalb der Cyanobakterien wurden Sanden entwickelt, die einzelne
Gruppen innerhalb dieses Phylurns detektierten. Zurn Austesten dieser Sanden wurden
systernatisch Zielorganisrnen, also solche, die aufgrund ihrer bekannten 16S rRNS-Sequenzen
keine Fehlpaarung mit der Sonde haben sollten, mit Nichtzielorganismen verglichen, die eine
oder mehrere Fehlpaarungen innerhalb dieses potentiellen Hybrids aufwiesen. Auf diese Weise
war es rnoglich, Aussagen iiber die Spezifitiit in Abhangigkeit von Fehlpaarungen und iiber die
ill situ-Anwendbarkeit der einzelnen Sonden zu treffen.
Auch wenn die Cyanobakterien nach der Analyse der 16S rRNS und anderer phylogenetisch
relevanter Molekiile (23S rRNS, Elongationsfaktor Tu und beta-Untereinheit der ATPase)
innerhalb der Bakterien eine Gruppe rnonophyletischen Ursprungs darstellen (Ludwig et aL,
1998), war es nicht rnoglich, eine phylurnspezifische 16S rRNS-gerichtete Sonde zu tinden, die
aile Mitglieder dieser Gruppe erfaBt. Urn die Moglichkeit der Ganzzellhybridisierung mit
Meerrettichperoxidase-rnarkierten Sanden fur die Gruppe der Cyanobakterien zu untersuchen,
wurden zuniichst Sanden entwickelt, die es erlaubten, innerhalb dieser Gruppe Zielorganisrnen
und Nichtzielzellen mit unterschiedlicher Anzahl und Verteilung der Fehlpaarungen innerhalb
des entsprechenden Sonden-16S rRNS-Hybrids zu tinden.
Zwei der Sanden, CYA361 und CYA762, erfaBten jeweils einen groBen Teil der
Cyanobakterien. Die Sonde CYA664 wurde hinsichtlich einer ill sit1l besonders gut
zugiinglichen Region gewiihlt und war kornplernentiir zu einer kleineren Zahl an Organisrnen
aus rnehreren Entwicklungslinien innerhalb der Cyanobakterien. Allen drei Sanden gernein war
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dariiber hinaus die Spezifitiit fur verschiedene 16S rRNS Sequenzen von Chloroplasten, die
ebenfalls ohne Fehlpaarung erfafit wurden. Ene vierre Sonde, CIV/V1342, war spezifisch fur
die Heterocysten-bildenden Cyanobakterien aus den Sektionen IV und V (Rippka et aL, 1979).
In Abbildung 3.8 sind mit Symbolen diejenigen Organismen markierr, deren 16S rRNS
komplementiir zu den entsprechenden Sonden sind. Der zugrunde liegende, freundlicherweise
von Herro Dr. Wolfgang Ludwig zur Verfugung gestellte Baum ging als Konsensusbaum aus
drei mit unterschiedlichen Verfahren rekonsrruierren Biiumen hervor, fur deren Berechnung
Sequenzen mit mindestens 1.400 Basen verwendet wurden. In Fiillen, in denen die Abfolge der
einzelnen Entwicklungslinien nicht von allen drei Verfahren unterstUtzt wurde, wurden Aste
auf einen gemeinsamen Ursprung gesetzt. Sequenzen mit weniger als 1.400 Basen wurden mit
ARB Maximum Parsimony in den Baum eingerechnet, ohne die Topologie des urspriinglichen
Baumes zu veriindem.
Abbildung 3.8: Phylogenetischer, auf 165 rRJ.'JS-Datcn basicrcndcr Baum dec Cyanobakterien und Sondenspezifitiitcn
(Schonhuher rl al, 1999). Sequenzen mit voUstiindig komplementiren Ziekegionen sind wie folgt rnarkien: • (CYA361), •
(CYA762), ... (CYA664) und • (CN /V1342). Die Namen der Organismen entsprechen denen der Darenbankeintriige und
besitzen in video Fallen keine taXonomische Gilltigkeit. Foigeode Scquenzen sind nicht in dec 6ffentlichen ARB-Datenbank
vertreten: C%/hrix (RivNloria) sp. PCC 7116, Ca/olhrix sp. PCC 7507. ProchlorococC1/S nJorimu PCC 9511. To!ypofhrix sp. PCC
7101 und T'/yp<Jlhrix sp. PCC 7415 (aUe T. Coursin, pmo'n!i,hr MiltnINn/). Limn'lhrix mulen MEF 6705 (A. WIlmotte,
pmonlid" Miltn","/), PmdBnabatna sp. PCC 7403 (F. Haes, pmon!i'h' Miltn","/), MimJrys!is "",n"'Wi NIES 111 (089034),
MimJrystis a""unosa NIES 98 (089032), MimJ9'stU "''''ginosa NIES 87 (089031), Syn"horo"", sp. PCC 7942 (088288),
MimJrys!is holsali,o NIES 43 (089036), Syn"h""",s ,1,ngaINs (083715), M,nsm,pedio glaN'O (X94705), S)'n"horys!is sp. PCC
6803 (090916), Syn"horo<Gis sp. PCC 7002 (088289) und Cololhrix sp. D 253 (X99213). Der Balken entspricht einem
berechneten Sequenzunterscrued voo 10%.
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Microcystis aeruginosa pee 7806 ••
Microcystis sp. KND 9506 ••
Microcystis wesenbergiiNIES 112 ••
Microcystis aeruginosa pee 7941 ••
Microcystis 8ef1Jginosa NIES 89 ••
Microcystis viridis NIES 102 ••
Microcystis wesenbergii NIES 107 ••
Microcystis aeruginosa pee 7005 ••
Mierocystis w9senbergiiNIES 111
Microcystis aeruginosa NIES 98 •
Microcystis aeruginosa NI ES 87 ••
Microcystissp. AWT 139 ••
Microcystis aeruginoSB pee 7820 ••
Dermocarpa sp. pee 7437 ••
Gfoeocapsa sp. pee 73106
Gloeothece membrsnacea pee 6501 •
Prochlorococcus marinus pee 9511 ....
cloneSAR6 • A
clone SAR7 • A
Synechococcu5 sp. WH 8103 ...
Microcystis hofsab'ca NJES 43 ...
r----- Microcystis a/aOOns N1ES 42
Synechococcus sp. PCC 6301 ••
Synecllococcus sp. PCC 7942 ••
Gloeobacter via/aeaus pee 7421 •
Octopus Spring microbial mat D •
Synechococcu5 a/angatus ••
Synechocystis sp. PCC 6803 •
Merismopedia glauca B 1448-1 •
Synechocystis sp_ PCC 6906 •
Spirulina sp. PCC 6313 •
Synechococcus sp. pce 7002 •
Leptolyngbya sp. PCC 7376 •
Synechocystis sp. pec 6308 •
PJeurocapsa sp. PCC 7516 •
Prochloron didemni •
Phormidium ectocarpi N 182 ••
Phormidium ectocarpi pee 7375 ••
Phormidium minutum 0 5 ••
Prochlorothrix hollandica ••
,------{ ~:~r;~~~ ~~~7au::~~::r~~019~4J112 ••
Chamaesiphon sp. pce 7430 ••
Arthrospira sp. pce 7345 ...
Arthrospira sp. pee BOOS ...
Lyngbya sp. PCC 7419 • A
Oscillatoria agardhii pee 7821 .....
Trichodesmium sp. NIBS 1067 ••
Osciffatoria sp. pee 7515 ••
Oscillatoria coralfinae CJ 1 ••
Microcoleus sp. pee 7420 ••
Tolypothrixsp. pee 7415 •••
Tofypothrixsp. pee 7101 ••
Nostoc muscorum pee 7120 ......
Calothrix sp. pee 7507 ••
Cylindrospermum sp. pce 7417 ......
Nostoc sp. PCC 73102 •• A •
CaJothrix desertica pce 7102 ••
Calothrix sp. 0253 •••
CaJothrix sp. pee 7116 ••
Nodularia sp. pee 73104 •••
Anabaena cylindrica pce 7122 .
Fischerella sp. pce 7414 .
ChlorogJoeopsis fritschii pee 6718 ••
1'----- Scytonema sp. PCC 7110 •••
Chlorogloeopsis sp. pec 7518 •••
Chroococcidiopsis sp. pee 7203 ••
Leptolyngbya sp. VRUC 135 •• A
Limnothrix redekei Mef 6705 •
Pseuda.nabaena ga/eata eee OL-75-PS •
Pseudanabaena sp. pee 6903 •








Zuniichst wurden die Sonden durch Mernbranhybridisierung von amplifizierter 16S rDNS
ausgesuchter Referenzorganisrnen getestet. Die fast vollstiindige 16S rDNS wurde dafur
spezifisch mit den Prirnern GM3F und GM4R aus der durch die "Freeze-Thaw"-Methode
gewonnenen Gesarnt-DNS der Organisrnen amplifiziert und auf Mernbranen irnmobilisiert.
Mernbranhybridisierungen wurden ebenfalls mit Meerrettichperoxidase-rnarkierten Sonden
durchgefuhrt, fur deren Detektion ein chernilurnineszierendes Substrat verwendet wurde.
Hybridisierungen bei niedriger Stringenz erbrachten bei allen aufgettagenen 16S rDNS
Amplifikaten Signale mit den getesteten Sonden, bei schrittweisern Anheben der Stringenz
durch Erh6hung der Forrnarnidkonzenttation wurde zuniichst die Signalstiirke bei den
Organisrnen niedriger, deren 16S rDNS Sequenz eine oder rnehrere Fehlpaarungen innerhalb
des Hybrids verursachte. Bei geniigend hoher Stringenz waren aufgrund der Destabilisierung
auch eines vollstiindig gepaarten Hybrids keine Signale rnehr zu detektieren. FUr
Ganzzellhybridisierungen wurden irn weiteren die Forrnarnidkonzenttationen verwendet, bei
denen die Sequenzen mit Fehlpaarungen diskriminiert werden konnten, aber diejenigen ohne
Fehlpaarungen noch Signale lieferten. Das waren fur die Sonden CYA361 und CN/V1342
50%, fur CYA664 55% und fur CYA762 65% Forrnarnid. Tabelle 3.2 zeigt die dadurch
theoretisch erreichten Hybridisierungsternperaturen irn Vergleich zu den nach
unterschiedlichen Verfahren berechneten Dissoziationsternperaruren der Sonden.
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Sonde Lange mol%G+C Td 1 TD 2 T bei der Hybridisierung 3
CYA361 18 50 52,1 55,7 60
CYA664 17 65 54,1 59,2 62,5
CYA762 19 63 60,1 63,4 67,5
CIV/V1342 18 50 52,1 55,7 60
Tabelle 3.2: Vergleicb der errecbneren Schmelzpunkte der cyanobakterienspezifischen Sonden mit def theoretisch bei def
Hybridisierung verwendeten Temperaror.
1 Schmelztemperatur nach Suggs et aL (1981), bezogen auf eine Konzentration monovalenter Kationen von 0,9 M: Td = 4
~G+C) + 2 (l:A+1) -1,9
2 Schmelztempernrur nach Thomas und Dancis (1973) und Lathe (1985): TD = 81,5 + 16,6 log Ai + 0,41 [%(G+c)l -
820/n mit M =0,9 M; n Anzahl der Nukleotide
J Theoretische Hybridisierungstemperatur unter def Annahme, daB die Zugabe von 1% Formamid in den
Hybridisierungspuffer einer Tempernturerhohung von a,soc entspricht
Wie die in Abbildung 3.9 dargestellten Ergebnisse zeigen, war mit der Sonde CYA762 die
Diskrirninierung der randstiindigen CA-Fehlpaarung bei Gloeothece sp. PCC 6501 nicht moglich,
auch wenn die Signalstiirke im Vergleich zu niedrigerer Stringenz bereits deutlich abnahm. Bei
allen anderen getesteten, nicht vollstiindig komplementiiren 16S rDNS Sequenzen waren
einzelne interne Fehlpaarungen ausreichend, urn eine Hybridbildung zu verhindem.
AbbiIdung 3.9: Differentielles Alignment der Refercnzstamme, Sonden- und Zielscquenzen, Sondenpositionen und
Ergebnisse der Hybridisierungen von membrangebundenen Nukleinsauren und ganzen Zellen. Sondenpositionen sind
entsprcchend der E coh"-Numerierung nach Brosius et aL, 1981 angegeben. Punkte im Alignment zeigen die
Ubereinstimmung mit der Zielsequenz an diescr Position. Basenunterschiede sind an den enrsprechenden Stellen angegeben.
N steht fur cine unbekannte Base. Bci den Hybridisierungsergebnissen steht + fur positiv, - rur negativ und (+) rur positiv,
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Zieh<gion (E. roOCPosition 664-680) 5' -=CAGAGGGAAUUCC- 3 •
Membran ZcUen
nichtfluoreszierend TSA
Anabotno sp. PeC 7122 +
AJ1hrotpim sp. PCC 7345 ................. + +
0 indroJpmn"", sp. PCC 7417 ................. + +
FUthmU.sp. PCC7414 +
NOSkXsp. PCC 7120 . . . . . . . . . . +
NDlUXsp, PCC 73102 . . . . . .. . . . . . + +
Syll((htxrxntJSP' WH8103 ............... +
ToI)potl>i.,sp. PCC7101 ...•...........NN + +
Caldl>i.,sp. PCC 7102 . .u ...... _
Cham",,;phon sp. PCC 7430
MitrrxokMJsp. PCC 7420 ... . li.
Uplol)·ngb). sp. PCC 7376 .. . li .... (+)
Syr.tdxJ4:DmIS sp. PCC7oo2 ... .u ... (+)
NvdNlariasp. PCC 73104 ... uN ..
P"""""Pmsp. PCC 7516 .... uu ....
GIat....-ursp. PCC7421 ...... ag .........
OsaIhloriasp. PCC 7515 ....... ca ........
Spn.iMsp. PCC 6313 .... u .. g .........
PstJlt1anabaenasp. PCC6903 ....N .. ga ........
Glotolhtasp. PCC6501 .... u .. u .........
~·Irt('horomtJsp. PCC6301 ....u . . c .........
A1imJ;yJtis sp. PCC 7806 ....u .. ca .....
SyllldxxyJtiJ sp. PCC 6803 .... u .. ca ..
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Zielregion (£ roG·Positioo 361-378) 5' -GGAAUUUUCCGCAAUGGG- 3 •
Membnn ZeUen
nichdluoreszierend TSA
A~nasp. FCC 7122 (+)
CWthrixsp. PCC 7102 + (+)
Chama<nphon sp. PCC 7430 (+)
Y'lindroJpermNm sp. FCC 7417 .................. + (+)
G!«olw",-sp. FCC 7421 .................. + (+)
Mi_ltussp. PCC 7420 . ................. (+)
NodJIhriasp. PCC 73104 . ................. (+)
NOl/ocsp, FCC 7120 (+)
NO!flXsp. PCC 73102 ..........•.. + (+)
OJdl1aloriasp. PCC 7515 (+)
Spinllinasp. PCC 6313 ............. + (+)
TolJpclhrix sp. PCC7101 ...NN ... + (+)
Arlhrospim sp. FCC 7345 ............ +
FiJchmlJasp. FCC 7414 . .................
A1iarq!ti! sp. PCC7806 .................. (+)
G!«olb",sp. FCC 6501 +
Uplob~glJ;~ sp. FCC 7376 . .................
Plt-.p!<lsp. PCC7516 ..•............... +
pJlJldanabaena sp. FCC 6903 . .................
.f>~sp. FCC 6301 .................. +
.fy"'...."""'sp. FCC 7002 . .................
.f>·,-.td"!}!tU sp. FCC 6803 ••.•.•......N .....
Sonde CIV fV1342 3' -GCGATCA'l"TAACGTCCAG-S' Hybridisierungsergebnissl!
Zi~on (E. wi·Position 1342-1359) 5' -CGCUAGUAAUUGCAGGUC-3'
Membran ZeUen
nichc£luoreszierend TS:\
A~""sp. PCC7122 .................. +
Ca/oJhrixsp. FCC 7102 .................. + +
Y'GndroJpnmum sp. FCC 7417 .................. + +
NodNloriosp. PCC 73104 +
Noftocsp. PCC 7120 +
Nos/()(sp. PCC 73102 .............. + +
TobPClhrixsp. FCC 7101 ................ + +
FurhtrrUa sp. FCC 7414 .N. +
Ar1broipim sp. PCC 7345 .......... c .......
Chama<nphcn sp. PCC 7430 . .c ...
Gltxabadusp. PCC 7421 .. . c.
UpIO!Jr.glJ;a sp. PCC 7376 ....... c.
Mimxoltu.t sp. PCC 7420 .. . c ..
Osrillaturiasp. PCC 7515 .c.
Plt.nxapa sp. PCC 7516 .c ...
Pse~nasp. PCC 6903 . . c ..
Spinllir.a sp. FCC 6313 .......... c ...
Sj·nuhot:rJmiJsp. FCC 7002 ......... . c ....
J.J'fUcho.YJdXI sp. PCC 6301 .......... c ...
S;'1UrM)'!tU sp. FCC 6803 .......... c .......
Mim>g!tU sp. FCC 7806 ......... .c .. c ....







Die bei den Membranhybridisierungen ermittelten Formamidkonzentrationen wurden als
Grundlage fur das Austesten der Sonden zur Ganzzellhybridisierung verwendet. Bei jedem
untersuchten Stamm wurde zunachst mit der Sonde EUB338 untersucht, ob die Permeabilitat
der Zellen fur die relativ groBen Sondenmolekiile gegeben war. Zuganglichkeitsprobleme der
Zielregion innerhalb der ribosomalen RNS sollten fur diese Sonde nicht auftreten, die bei
anderen Bakterien durchweg gute Signale bei in situ-Hybridisierungen lieferte. Bis auf wenige
Ausnahmen konnten ethanolfixierte Cyanobakterien mit der Meerrettichperoxidase-markierten
Sonde und TETON oder DAB als Substrat nachgewiesen werden. Allerdings war die Farbung
von Zelle zu Zelle selbst innerhalb einer Kultur nicht einheitlich und oft wurden auch nicht alle
Zellen erfaBt. Bei filamentiisen Stammen traten selbst innerhalb eines Filaments
unterschiedliche Farbungen auf. Eine Vorbehandlung mit Lysozyrn konnte den Anteil
nachweisbarer Zellen zwar erhiihen, jedoch war nie eine 100%ige Detektion zu erreichen. Eine
Verliingerung der Inkubationszeit mit den beiden nichtfluoreszierenden Substraten tiber die
gewiihnlich veranschlagten 5-10 Minuten hinaus, zeigte keinen positiven Effekt. Auch andere
VorbehandlungsmaBnahmen, beispielsweise die Verwendung von Proteinase K oder eines
Gemisches von SDS und Dithiotreitol bzw. von Essigsaureanhydrid und Wasserstoffperoxid,
hatten entweder keine Wirkung oder fiihrten zu einer schwer kontrollierbaren Lyse der Zellen.
Einige Referenzorganismen konnten mit dieser Methodik in den vorliegenden fixierten
Kulturen nicht gefarbt werden: Leptofyngbya sp. PCC 7376, M.icrocystis sp. PCC 7806, Plet/rricapsa
sp. PCC 7516, Pset/danaboma sp. PCC 6903, SynechococCtis sp. PCC 6301, SYl/echococC1ls sp. PCC
7002 und Synechocystis sp. PCC 6803. Aufgrund der unterschiedlichen Detektionsraten innerhalb
der einzelnen Kulturen wurden die Ergebnisse mit den cyanobakterienspezifischen Sonden
meist irn Vergleich zu der Positivkontrolle mit der Sonde EUB338 bewertet.
3.2.3.2 Nachweis iiber Tyramid-Sigl/al-Amplifikatiol/ ([SA)
Die sensitivere TSA-Methode wurde angewandt, urn aufruklii.ren, ob die mangelhafte
Detektion einzelner Stamme an der zu geringen Sensitivitat der nichrfluoreszierenden Substrate
lag. Tatsiichlich zeigten mit TSA auch diejenigen Organismen, die mit nichrfluoreszierenden
Substraten nicht nachzuweisen waren, deutliche Signale. Die urspriinglich als Problem fur den
Nachweis mit direkt fluoreszenzmarkierten Sonden angesehene Autofluoreszenz spielte bei
dieser Methode keine Rolle, da die durch die Sonde vermittelte spezifische Fluoreszenz weitaus
starker war und viillig ausreichte, die Autofluoreszenz zu iiberstrahlen. Bilder, die mit gleicher
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Belichrungszeit aufgenornmen worden waren, liellen nur die sondenvermittelte Fluoreszenz der
Zielzellen erkennen, die Autofluoreszenz von nicht hybridisierten Zellen war bei den fur die
Sondendetektion ausreichenden Zeiten nicht zu erkennen. Getestet wurden drei verschieden
markierte Tyrarnide (Fluorescein-, Tetrarnethylrhodarnin- und Cy3-Tyrarnid), wobei sich das
Fluorescein-Tyrarnid als am geeignetsten erwies. Obwohl auch bei Cy3-Tyrarnid der
Helligkeitsunterschied zwischen Autofluoreszenz und Sondensignal iihnlich hoch war, war bei
der Fluorescein-Variante aullerdem der farbliche Unterschied signifikant: bei blauer Anregung
war die Autofluoreszenz allein gelblich-griin, wiihrend das Fluoresceinsignal eindeutig im
griinen Spektralbereich lag. Bei den beiden Farbstoffen im orange-roten Spektrurn war eine
Diskriminierung nur tiber die Intensitiit - bei Cy3 besser als bei Tetramethylrhodarnin -
moglich. Allerdings konnten Cy3- und Fluorescein-Tyrarnid nicht ohne weiteres nebeneinander
verwendet werden, ein starkes Cy3-Signal war auch mit dem fur Fluorescein spezifischen
Filtersatz zu detektieren. Umgekehrt war auch ein hohes Fluoresceinsignal durch den fur Cy3
oder Rhodarnin spezifischen Filtersatz nicht vollstiindig zu diskriminieren, so dall bei
gleichzeitiger Verwendung zweier Farbstoffe cine Bewertung der Hybridisierungsergebnisse
sehr vorsichtig und unter Zuhilfenahme der entsprechenden Kontrollexperimente zu erfolgen
harte. Dall nichtsdestotrotz die Verwendung zweier unterschiedlich markierter Tyrarnide in
zwei aufeinanderfolgenden Hybridisierungen ein und derselben Probe zur klaren
Unterscheidung zweier Populationen moglich war, zeigt die Abbildung 3.10B. Die Detektion
der nach der ersten Hybridisierung gebundenen Sonde erfolgte mit Fluorescein-Tyrarnid, bevor
eine zweite Hybridisierung durchgefiihrr und deren Ergebnis mit Hilfe von
Tetramethylrhodarnin-Tyrarnid visualisiert wurde. Weniger leicht gelang die Unterscheidung,
wenn die beiden Tyrarnide in der anderen Reihenfolge, also zuniichst Tetramethylrhodarnin-
und dann Fluorescein-Tyrarnid, eingesetzt wurden. Aus oben genannten Grunden wurde eine
Kombination aus Fluorescein- und Cy3-Tyrarnid nicht getestet. FUr die Bestirnmung der
Spezifitiiten der fur Cyanobakterien entwickelten Sonden wurde anschliellend ausschlielllich
Fluorescein-Tyrarnid verwendet.
3.2.3.3 Alls/esten der Spe<ifitai der Sanden
Die Uberprufung der theorerischen Sondenspezifitiit an Referenzorganismen erfolgte
nichtfluoreszierend mit TETON und, wo dies aufgtund der mangelnden Sensitivitiit nicht
moglich war, mit Fluorescein-Tyrarnid. Die theorerische Spezifitiit wurde bei den meisten
Organismen durch die Ergebnisse der Hybridisierungen bestiitigt (siehe Abbildung 3.9). Nur
bei einer einzelnen, randstiindigen Fehlpaarung, wie sie z.B. bei Gloea/heee sp. PCC 6501 mit der
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Sonde CYA762 aufrrat, war, wie schon bei der Membranhybridisierung, eine Diskrirninierung
weder beim fluoreszierenden noch beim nichtfluoreszierenden Nachweis m6glich. AlJerdings
konnten auch einzelne, interne FeWpaarungen mit der sensitiveren, fluoreszierenden Methode
nicht immer diskrirniniert werden. AlJerdings nahm die Signalstiirke bei ciner nicht voUstiindig
komplementiiren Zielregion deutlich gegeniiber derjenigen ab, die ein ganzlich gepaartes
Hybrid erreichte. Die Sonde EUB338 diente in solchen Fallen als Vergleich. In der Abbildung
3.10A ist ein Beispiel fur die Spezifitiit der Sonde CIV/V1342 gegeben: wahrend die
filament6sen ZeUen von NodJllorio sp. PCC 73104 die Sonde bei der Hybridisierung gebunden
hatten und mit Ausnahme der Heteroeysten mit Fluorescein-Tyrarnid angefarbt worden waren,
blieben ZeUen von Spirulillo sp. PCC 6313, die sich durch ein C ansteUe eines Us inrnitten der
Sondenbindungsregion unterschieden, ungefarbt Abbildung 3.l0B zeigt die Spezifitiit der
Sanden CYA664 und CYA762. Eine Mischung aus ZeUen von Syllechococcus sp. WH 8103 und
Syllechococcus sp. PCC 6301 wurde nacheinander mit den beiden Sanden hybridisiert. Die nach
der ersten Hybridisierung mit der Sonde CYA664 von SYllechococC1lS sp. WH 8103 gebundenen
Sondenmolekiile wurden mit Fluoresccin-Tyrarnid nachgewiesen, die nach der weiteren
Hybridisierung von SYllechococcus sp. PCC 6301 gebundene Sonde CYA762 mit
Tetramethylrhodarnin-Tyrarnid. Eindeutig waren anschlie13end die kleineren, kokkoiden ZeUen
von SyllechococCtls sp. WH 8103 in griin von den gt613eren, stiibchenf6rrnigen ZeUen von
Syllechococcus sp. PCC 6301 in rot zu unterscheiden.
Fiir die Sonde CYA361 konmen sowoW mit dem nichtfluoreszierenden Subsrrat als auch mit
TSA keine zufriedensteUenden Hybridisierungsergebnisse erhalten werden. Die mit TETON
erreichten Signale waren sehr schwach und nur im direkten Vergleich mit Negativ- und
PositivkontroUen zu interpretieren. ReferenzzeUen, bei denen erfolgteiche Hybridisierungen
mit anderen Sanden nur durch den Nachweis mit TSA zu detektieren waren, zeigten selbst mit





Abbilduog 3.10: Beispiele fUr Hybridisierungen mit cyanobakterienspezifischen Sonden. A, I\fischung aus Zellen von
Nodulari. sp. pee 73104 und Spimli•• sp. pee 6313. Hybridisierung mit der Meerretticbperoxidase-matkierten Sonde
CIVjV1342 und Nachweis mit Auorescein-Ty:ram.id. Links, Phascnkontrasraufnahmc; reches Epifluoreszenzaufnahme mit
clem Filtersatz 09. B, sukzessive Doppdhybridisierung einer Mischung aus Zellen von Synechococms sp. PCC 6301 und
Synechococcus sp. \VH 8103 mit den 1.'feerrettichpcroxidase.markierten Sonden CYA664 und CYA762. Nachweis oach der
ersten Hybridisierung mit Fluorescein-Tyramid. oach de! zweircn mit Tetramethylrhodamin-Tyram..id. Links,
Phasenkontrastaufnahme; reches Epi£luoreszenzaufnahIne. Doppelbelichtung mit den Filrersatzen 09 und 1S. A und B,
Vergroilerung 1.000facb; Balken 10 J.lffi.
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3.2.4 Nachweis von Prochlorococcus marinus
Wie in der Einleitung ausgefuhrt, unterscheidet man bei ProchlorococClis sp. verschiedene
,,6kotypen", die sich in ihrer 16S rRNS-Sequenz unterscheiden, aber gemeinsam an einem
Standort im Ozean vorkommen (Moore et aI., 1998; Abbildung 3.11B). Ein Tiefenprofil dieser
Hoch- und Niedriglicht-adaptierten Typen kann bisher nur indirekt uber die Bestimmung des
Autofluoreszenzsignals erstellt werden (Campbell und Vaulot, 1993; Moore et aI., 1998), wobei
insbesondere in den Schichten, wo beide Typen gleichzeitig auftreten, eine solche
phanotypische Charakterisierung fraglich erschien. Ziel war es, Miiglichkeiten aufzuzeigen, die
beiden Typen durch ill silu-Hybridisierung zu unterscheiden.
FUr ProchlorococC1ls spp. war eme vethaltnismiillig schwache Autofluoreszenz beschrieben
worden. Trotzdem erwies sich leider die Annahme, diese Zellen mit direkt Cy3- und
fluotesceinmarkierten Sonden spezifisch detektieren zu kiinnen, nach ersten Hybridisierungen
als falsch. Bei den verwendeten Labotkulruren von Prochiorococclis manlius PCC 9511 und
ProchlorococClis sp. SS120 war mit verschiedenen direktrnarkierten Sonden (einschlief3lich
EUB338 und NON338 [Snaidr el aI., 1997] als Kontrollen) keine eindeutige Diskriminierung
von theoretisch positiven und negativen Resultaten zu erhalten. Eine Votbehandlung der
Zellen mit Lysozym erbrachte ebenfalls keine Erhiihung det Signalstiirke, auch wenn langere
Inkubationszeiten durch Lyse von Zellen zeigten, daB die verwendeten ProchlorococClis-Stiimme
durchaus sensitiv fur Lysozym waren. Altemativ durchgefuhne Vorbehandlungen mit
Dithiotreitol/SDS fuhrten ebenfalls zur Lyse eines Grof3teils der Zellen.
Um Probleme mit der Autofluoreszenz zu umgehen, wurden Hybridisierungen im weiteren mit
Meerrettichperoxidase-markierten Sonden durchgefuhrt. Abet auch der Vetsuch, gebundene
Sonden mit Hilfe von TETON nichtfluoreszietend nachzuweisen, scheiterte fur ethanolfixierte
und mit Lysozym vorbehandelte Zellen. Erst die Detektion der gebundenen Sondenmolekwe
durch TSA mit Fluotescein-Tyrarnid als Substrat erbrachte die eindeutige
Umerscheidungsmiiglichkeit positiver und negativer Hybridisierungsergebnisse. Die erhaltenen
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Abbildung 3.11: Ausschnitt eines auf 165 rRNS-Sequenzen basierenden Baumes mit dec Entwicklungslinie der ProchlorococClis
spp., mariner SYnfchococcus spp. und von als Klonsequenzen vorliegenden Proben aus def Sargassosee. Beide Baume sind
Teilbiume cines groBeren, mit Hilfe des Maximum Likelihood·Ansatzes berechneten Baumes. Weitere Cyanobakterien- und
Chloroplastensequenzen dienten bei def Rekonstruktion als "outgroupl'. Nur Basen, die in mindestens 50% alier
Cyanobakterien mit mindestens 1.400 sequenzierten Basen identisch waren, wurden beriicksichtigt. A zeigt nur soIche
Organismen, die an der ffu die Bindung der Sonde PS1439 entscheidenden Stelle (1439-1456 im E. coli-
Numerierungssystem nach Brosius el al, 1981) sequenziert worden sind. SeCjuenzen, die an der entsprechenden Position
nicht vollstandig komplementa.r Zllr Sondensequeoz sind, sind·in grau dargestellt. B zeigt aIle SeCjueozen, die in diese Linie
fallen. Solche mit einer Linge von weniger als 1.400 Basen wurden mit Ma..'illnum Parsimony in den Ma.ximum Likelihood-
Baum eingerechner. ..Hochlicht-adaptiert" bezeichnet die Stimme, die von Urbach elol. (1998) und Moore eloL (1998) in
der sogenannten Hochlicht-adaptierten Abstammungslinie von ProchlorocoCClu spp. zusammengefafit wurden. Zusatzlich zu
cliesen bereits veroffentlichten Sequenzen 'W"U.!de bei Rekonstruktion des Baumes die Sequenz von ProchiorocOCC'lIS sp. PCC
9511 (I. Coursin, perso"liche Mitteil,miJ eingerechnet. Prochlorococcus sp. PCC 9511 gehort danach ebenfalls zur Gruppe der
Hochlicht-adaptierten ProchlorococCNs-Stamme.
Mit den weiter oben beschriebenen, fur Cyanobakterien spezifischen Sonden durchgefuhrte
Hybridisierungen zeigten auch hier die theoretisch vorhergesagten Spezifitiiten. So waren mit
beiden Proch/orococcus-Stiimmen Hybridisierungen mit der Sonde CYA664, zu der der
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emsprechende Bereich der 16S rRNS vollstiindig komplemenw is£, positiv (Abbildung 3.13),
wiihrend die Sonde eYA762 bei der Hybridbildung eine zentraJe Fehlpaarung eingehen miillte
und emsprechend diskriminiert werden konnte.
Umerschiedliche Ergebnisse wurden mit den beiden ProchlorococC1Is-Scammen nach emer
Hybridisierung mit der experimentell noch nicht nwer charakterisierten Sonde PS1439
(Abbildung 3.13) erzielt. Theoretisch erfaBt diese Sonde, mit einer Ausnahrne, vollstiindig den
Ast mit den ProchlorococC1Is spp., den marinen SyllechococC1IS spp. und Sequenzen, die aus
Umweltproben erhaJten worden waren (Abbildung 3.11A). Diese Ausnahrne bildet der Klon
SAR7, der an mindestens drei Positionen Unterschiede aufweist. AuBerhaJb dieses Astes
!iegende Organismen haben mindestens einen Unterschied in der Zielregion (SYllechococCZlS sp.
pee 7335 und Cylilldrospem1JlnJ sp. pee 7417), alle anderen mindestens zwei, so daB theoretisch
eine spezifische Erfassung dieser phylogenetischen Linie mog!ich sein sollte. Einschriinkend
muB aber gesagt werden, daB der ubetwiegende Teil der Sequenzen, die ebenfalls in diese
Entwicklungslinie des Baumes fallen (Abbildung 3.11B), im Bereich der Sondenbindungsstelle
keine Information !iefem. Bekarmt ist dieser Bereich bei ProchlorococC1ls nJanllus PCC 9511: Er ist
vollstiindig komplemenw zur Sondensequenz (Abbildung 3.13), und enrsprechend wurden
auch positive HybridisierungssignaJe erhaJten (Abbildung 3.12). Nicht sequenziert in diesem
Bereich ist dagegen ProchlorococC1ls sp. SS120. Mit der Sonde PS1439 ergab sich ein anderes Bild
aJs beim Stamm PCC 9511. Nut ein Teil der Zellen aus der Kultur SS120 wurde gefarbt
(Abbildung 3.12).
Abbildung 3.12: Hybriclisierungen von Zellen von Pf'(JChWTT)(OCtJIJ spp. mit Meeuettichperoxidase-mackierten Sonden und
Nachweis mit FluQrescein-Tyramid. A und B. PTT}chlorrJCOCC1I1 sp. PCC 9511; C und 0, Pro,hkJrorocl'U.J sp. 55120. A und C.
Hybridisierung mit dec Sonde CYA664. B und D, Hybridisierung mit dec Sonde PS1439. Links, Phasenkontrastaufnahmen;
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Abbildung 3.13: Differeotielles Alignment der Sonde PSJ439, Sonden- und Zielsequeoz und Position (nach Brosius 'I aL.
1981). Punkte gebco die Obereinstimmung mit del Zielregion wieder, Baseo entsprechend die Abweichungen. Fiir
Organismeogruppen mit mehr als emer FebJpaarung sind nur Beispiele angegeben.
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3.3 Sequenzierung der 16S rRNS von Cyanobakterien und vergleichende
Sequenzanalyse
Von fiinf, in der Tabelle 3.3 aufgefuhrten Cyanobakterien wurde die beinahe vollstandige 16S













7-8 l1ffi; beweglich; keine Gasvakuolen; CoPE; PEC
negativ; CCA Gruppe I; ob1igar aurotroph; N,-





Syn«hoC1JCCUS sp. PCC 7001
S)'ntChoCOCCUf sp. PCC 7335
0,8 l1ffi; unbeweglich; keine Gasvakuolen; CoPE
negativ; PEC negativ; ob1igar autotroph; N,-
Fixierung negativ; euryhalin; resistent gegen Phagen
AS-1M; G+C 69,5%; Genomgr6lle 2,01 Gdal (3,2
Mb)
1,4-1,5 l1ffi; unbeweglich; keine Gasvakuolen; CoPE;
PEC negativ; CCA Gruppe III; ob1igat autotroph;
anaerobe N,-Fixierung; marin; G+C 47,4%;









Tabelle 3.3: Cyanobakterieo. von denen die 165 rRNS·Sequenz bestimmt wurde. C-PE, Phycoerythrobilin; PEe.
Phycoerythrocyanin; CCA, "complementary chromatic adaptation" ([andeau de ~1arsac, 1977); G+C, G+C Gehalt dct
DNS. Nach Rippka und Herdman, 1992.
Die nach fiinfmaligem Einfrieren und Auttauen der suspendierten Zellen erhaltenen
Uberstiinde wurden fur eine PCR-Reaktion mit den 16S rRNS-spezifischen Primem GM3 F
und GM4 R eingesetzt Die aufgereinigten Amplifikate wurden nach dem "Cycle Sequencing"-
Verfahren mit den oben genannten und zusatzlich drei intemen Primem sequenziert. Die
jeweils fiinf Teilsequenzen waren ausreichend, urn beinahe jeden Bereich der 16S rDNS in
beiden Strangen vorliegen zu haben (bis auf den Abschnitt etwa ab Base 500 bis Base 550 der
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E. coli-Nwnerierung nach Brosius et aL (1981) und das 3'-Ende etwa ab Base 1470). Teilweise
iiberlappten auch die Teilsequenzen eines Strangs. Unstimrnigkeiten in einem Strang konmen
so im Vergleich mit dem Gegenstrang bzw. einer anderen Teilsequenz des gleichen Stranges
und der Oberpriifung der sich daraus ergebenden Sekundarstruktur ausgeriiwnt werden. Die
vollscindigen Sequenzen sind im Anhang aufgefuhrt.
3.3.1 SynechococclIs sp. PCC 7001
Von diesem Organismus wurden 1447 Basen der 16S rRNS, emsprechend E. coli-Positionen 7-
1508, bestimmt. Die vergleichende Anordnung mit anderen Sequenzen im Alignment zeigte,
daB die gegeniiber E. coli "feWenden" Basen nicht auf einen nicht sequenzierten Bereich
zuriickgehen, sondem vielmehr auf einzelne Deletionen gegeniiber der E. coli 16S rRNS-
Sequenz, wie sie auch bei anderen Cyanobakterien vorkommen. AhnJichkeiten von 97% oder
mehr zeigte die Sequenz von SYllechococCIIS sp. PCC 7001 mit denen von SYllechococCIlS sp. PCC
6307 (97,5%), SynechococCIIs sp. WH 8101 (97,2%) und Microgslis holsalica NIBS 43 (97,0%). Als
nachste Gruppe folgten ProchlorocoCctIS marillus-Stiimme mit AhnJichkeiten zwischen 96,0 und
96,4%. 1m gleichen Rahmen bewegten sich die Obereinstimmungen zu den durch Klonierung
aus Proben der Sargassosee erhaltenen Sequenzen SAR 6, SAR 7, SAR 100 und SAR 139 (95,7-
96,6%). Zu 95,9 und 96,0% waren die Sequenzen der SYllechococCIIs spp. WH 7805 bzw. WH
8103 identisch. Dagegen waren die AhnJichkeiten zu Sequenzen anderer auch als Sy/lechocoCctls
sp. klassifizierter Organismen, wie z. B. des ebenfalls sequenzierten SY/lechococClis sp. PCC 7335
(90,4%), nie haher als 91,1 %.
3.3.2 Synechococcus sp. PCC 7335
1437 Basen der 165 rRNS, entsprechend der E. coli-Positionen 14-1502, wurden liickenlos
bestimmt. Die nachstverwandte Sequenz zu diesem Organismus war mit 92,3%
Obereinstimmung die von Phomlidium sp. N 182. Mit einer AhnJichkeit von 90,9 und 90,6%
folgten dano erst Sequenzen von anderen SY/lechocoCctls spp., niimlich die von S. lividlls CCCY7C-
S bzw. SYllechococClis sp. PCC 7001.
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3.3.3 Chroococcus sp. PCC 9340
Die Positionen 14-1502 wurden von diesem ChroococC1ls-S= bestirnrnt (1434 Basen). Die
grolke Dbereinstirnrnung in der 16S rRNS ttat mit Gloeothece membranacea pee 6501 auf
(92,9%), es folgten Prochloron didemni (92,6%) und Cyanothece sp. PCC 7424 (91,5%).
3.3.4 Crinalium epipsammum PCC 9333
Von Cnnalium sp. wurden 1443 Basen (E. coli-Positionen 14-1507) sequenziert. Zwei Basen
Iiellen sich nicht eindeutig bestirnrnen. An Position 69 steht entweder ein A oder ein G, an
Position 649 ein Coder U. Nach der 16S rRNS Sequenz iihnIichster Organismus war
ChanJaesipholl sp. PCC 7430 mit einer Dbereinstirnrnung von 91,4%. Weiter folgten Nostoc
muscomm PCC 7120 mit 91,2%, Oscillatoria sp. PCC 7112 mit 91,1 % und Anabaenopsis sp. PCC
9215 mit 91,0%.
3.3.5 Oscillatoria sp. PCC 7112
Die von dieser Oscillatona sp. identifizierten 1447 Basen (E. coli-Positionen 14-1502) wiesen nur
90,4-90,7% Ahn1ichkeit mit den bisher bekannten Sequenzen von Oscillatoria spp. (etwa 1000
Basen lange Teilsequenzen von PCC 6304 und PCC 7515, fast vollsrandige Sequenz von O.
agardhii [NIVA-CYA 18]) auf, wobei diese auch untereinander maximal zu 89,8% ahnlich sind.
Zu der untersuchten Art am iihnIichsten waren die 16S rRNS-Sequenzen von Lyngbya sp. PCC
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SSW 5 87,2 87,0 98,2
87,3 87,8 96,8 96,9
87,8 88,5 96,7 97,0 99,5
PCC 6301 88,3 90,5 90,8 89,9 91,1 91,7
N182 88,7 89,5 88,0 87,2 88,3 88,8 89,0
87,6 88,2 96,9 97,2 97,8 97,8 90,5 88,2
CCCY7C-S 91,2 90,3 90,0 89,6 90,2 90,6 91,9 89,5 89,6
NlES 43 88,6 88,S 95,5 95,5 95,7 96,1 91,0 88,3 95,3 90,5
89,8 89,6 89,0 88,5 89,7 90,1 90,0 87,0 89,0 98,9 90,4
PCC 7942 88,4 90,5 90,5 90,1 91,4 92,0 99,6 89,0 90,5 92,1 91,0 89,9
PCC 9511 88,2 88,0 99,6 98,3 96,8 96,8 90,7 88,3 97,2 90,3 95,7 89,0 90,8
PC 9340 89,6 89,5 88,0 87,8 88,9 89,4 88,5 88,3 88,1 90,4 88,2 89,4 88,8 88,2
·:PCC7001;:88,~ 88,4 95,7 96,0 96,3_96,6 }1,089;0 95,7 90,9' 97,0 90,2 91,lQ6,0 88,4
PCC 6307 88,6 88,6 95,9 96,0 96,1 96,5 91,4 88,4 95,6 91,1 99,4 90,9 91,3 96,1 88,2 97,5
WH 7805 86,4 87,3 95,9 96,9 97,4 97,6 90,9 87,6 96,8 90,0 95,4 89,0 91,2 96,2 88,2 95,9 95,9
WH 8101 87,9 88,6 96,4 96,9 98,3 98,2 91,7 89,0 97,4 91,1 96,1 90,2 91,7 96,7 89,3 :in,2 96,7 97,0
WH 8103 87,2 87,7 96,5 96,9 99,2 99,0 91,0 88,2 97,7 89,9 95,4 89,3 91,1 96,8 88,6 ,96,0 95,8 97,8 98,0
MIT 9313 88,0 88,8 97,5 98,0 97,1 97,4 91,3 88,9 97,0 90,3 96,3 89,4 91,5 97,7 88,5 96;4 96,5 97,2 97,2 97,2
. -ricc 7335:· 90,i 90,3 89,0 87~8 '88,7 89;2 9.0,2: 92,3' 89,490,9 90,0 '88,890;189;3 89,7 '90,6 90,f 87,8 90,1' 88,6' 89,5
PCC 7002 89,7 89,9 88,6 87,9 88,8 89,1 89,6 88,8 88,6 90,1 88,1 89,6 89,7 88,6 90,6 88,4 88,7 88,1 89,0 88,4 88,4[89,0


















































87,9 88,0 88,4 90,2
88,9 88,3 90,0 90,9 88,4
89,1 89,0 90,4 91,0 89,1 92,1
89,5 88,8 89,1 89,9 88,9 89,7 90,5
90,4 88,6 90,2 90,7 90,5 91,3 91,1 90,0
91,6 90,0 91,2 89,7 88,4 90,1 90,1 89,8 91,1
91,7 90,2 90,5 90,4 88,4 89,3 90,0 91,8 90,3 92,5
99,3 88,8 88,9 89,3 88,1 89,0 89,1 89,4 90,6 91,8 92,0
89,3 88,7 89,4 95,6 89,4 90,1 89,8 90,3 90,7 89,5 90,4 89,5
89,4 88,5 90,2 96,0 89,6 90,0 90,5 90,5 91,0 89,7 90,4 89,5 98,0
88,3 88,1 89,5 95,1 89,8 89,6 90,0 89,8 90,4 89,2 89,3 88,4 96,7 96,8
88,'5'89:289,991,1" 89,8 92,49f,8:Sl(),o'90;6:9P,S' 89,488;6, 89,389,4'89,3;
89,991;1;92A~0;188,1.~0;3 90,7; 89,6 90,6 92;9 91,2. 90;0 ,89,4' 89,989,3 90,7'
,?8;8,'87,S 88,9 .,21;~&9.1.'89,?::99 ..3,;9,t,4. 99,9, 90,O~.89~~(,&2;Cj91,O'90;7.20,8:9t',1 "89,7 '."
88,0 88,7 88,3 88,5 88,2 88,5 89,3 90,1 87,2 88,3 88,5 88,3 88,3 88,2 88,4,89;2 89,7 89,0'
89,7 90,0 89,6 88,6 87,2 88,1 89,288,490,890,490,9 90,1 88,2 88,1 88,3 '88,790;6.88;7:87,8
90,7 89,9 89,5 88,2 88,7 88,9 89,6 88,2 90,7 93,4 91,3 91,1 88,3 87,9 88,0 (90,1 91,5 '89,9,:88,6 89,7
88,7 89,1 90,3 90,5 89,7 92,3 95,2 91,1 91,2 90,2 90,4 88,7 89,7 90,3 89,6 '92,S. 90,790;389,6 88,8 89,5
~~~~~~~~~~~~~~~~~.~~~~~
Tabcllc 3.5: Ahnuchkcitsmatrix der 16S rRNS fUr die drci wcitcrcn scqucn:t.icrtcll Organismcn (wau hintcrlcgt) unu ihrc nachstcn Vcrwanutcn (Werte in Pro:t:cnt).

4 Diskussion
4.1 Hybridisierungen mit Meerrettichperoxidase-markierten Sonden
Die Anwendung Meerrettichperoxidase-markierter Sonden wurde bereits friiher als Alternative
zu fluoreszenzmarkierten Sonden beschrieben, wenn ZeUen oder die Proben, in denen ZeUen
detektiert werden soUten, Autofluoreszenz aufwiesen (Amann et aI., 1992; Zarda, 1994;
Schonhuber, 1995; Amann et aI., 1997). Der Nachweis der Meerrettichperoxidase, und damit
der gebundenen Sonden, erfolgte niimlich nicht tiber Fluoreszenzanregung, sondem indirekt
tiber die Zugabe eines geeigneten, chromogenen Substrats, das innerhalb der ZeUen
priizipitierte. Eine Unterscheidung positiver und negativer Hybridisierungsergebnisse ist
dadurch lichtrnikroskopisch moglich. Das ebenfalls diskutierre Zie! des sensitiveren
Nachweises gegentiber direkt fluoreszenzmarkierten Sonden (Amann et aI., 1992) konnte aber-
zurnindest mit den zur Verfugung stehenden nichtfluoreszierenden Substraten - nicht erreicht
werden (Zarda, 1994). FUr diese Arbeit stand ein neuartiges, fluoreszierendes Substrat fur die
Meerrettichperoxidase zur Verfiigung, dessen Eignung fur die Signalverstiirkung bei
Ganzzellhybridisierungen verschiedener Bakterien getestet wurde. Nichtfluoreszierender
Nachweis und Signalverstiirkung mit fluoreszierendem Substrat wurden fur die spezifische
Detektion von Cyanobakterien weiterentwicke!t.
4.1.1 Nichtfluoreszierende Detektion
1m Rahmen dieser Arbeit wurden die zwei chromogenen Substrate TETON und DAB-
Substrat verwendet. Mit beiden war es moglich, spezifisch die sondenvermittelte
Meerrettichperoxidaseaktivitiit durch einen FarbniederscWag innerhalb positiver ZeUen
nachzuweisen. Erreicht wird dieser NiederscWag durch oxidative Polymerisierung der
Substratrnolekiile mit Wasserstoffperoxid als Cosubstrat und Meerrettichperoxidase als
Katalysator. Aspekte der Sensitivitiit des nichtfluoreszierenden Nachweises werden in Kapite!
4.1.4 diskutiert.
Beide Substrate eigneten sich auch fur den Nachweis in einer sukzessiven
Doppelhybridisierung, wenn, wie festgesteUt wurde, die Detektion nach der ersten
Hybridisierung mit DAB-Substrat und nach der zweiten mit TETON erfolgte, wei! der
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TETON-Niederschlag sich un Gegensatz zurn DAB-Niederschlag wiihrend einer zweiten
Hybridisierung in Ethanol bzw. im Hybridisierungspuffer aufgrund des Fonnamidanteils
wieder loste.
4.1.2 Nachweis iiber Chemilumineszenz
Chemilumineszierende Substrate wurden bereits frillier erfolgreich fur den Nachweis
Meerrettichperoxidase-markierter Sonden bei Membranhybridisierungen eingesetzt (frebesius,
1995; Meier, 1997; Snaidr, 1997; Juretschko et aI., 1999). Meerrettichperoxidase-markierte
Sonden sind hier eine Alternative zu Digoxigenin-markierten, die ebenfalls bei
Membranhybridisierungen eingesetzt werden konnen. Das Digoxigenin wird anschlie13end in
einem ersten Schritt mit einem anti-Digoxigenin-Antikorper-alkalische Phosphatase-Konjugat
inkubiert. Alkalische Phosphatase dient dann in einem zweiten Schritt als Katalysator fur die
Umsetzung eines ebenfalls chemilumineszierenden Substtats. Dieses von Boehringer
Mannheim angebotene System besitzt zwar eine etwas hohere Sensitivirat, Vorteile der
Meerrettichperoxidase-markierten Sonden sind aber die kUrzere Nachweiszeit, da der
Inkubationsschritt mit enzyrrunarkierten Antikorpem wegfallt, und das bessere Signal-
Hintergrund-VerhaItnis (Zarda, 1994). Nicht erfolgreich waren hingegen die Versuche, ganze
Zellen, die mit Meerrettichperoxidase-markierren Sonden hybridisierr wurden, mit Hilfe
mikroskopischer Verfahren nach der Inkubation mit einem chemilumineszierenden Substtat zu
detektieren. Gleichwohl konnten Signale durch Au£legen eines Rontgenfilms durchaus
aufgefangen werden (Zarda, 1994), d.h., prinzipiell fand eine Umsetzung des Substtats auch in
den ganzen Zellen start. Ein zu hoher Lichtverlust innerhalb des optischen Systems wurde als
Hauptgrund fur den nicht gelungenen mikroskopischen Nachweis angesehen. 1m Rahmen
dieser Arbeit wurde ein Detektionssystem mit einer photonensensitiven Kamera verwendetet,
die einzelne Photonen, also die kleinsten Quantiraten, in denen Licht auftreten kann,
detektieren konnte. Voraussetzung fur die spezifische Erfassung eines Sondensignals ist aber
die ausreichende Anzahl an ausgesandten Photonen, die deutlich tiber der im System
nariirlicherweise vorkommenden liegen mufl, urn dieses Signal aus dem Hintergrundrauschen
tteten zu lassen. Wahrend sich bei der Detektion durch Exposition eines Rontgenfilms - unter
Verlust an Au£losung - die Signale vieler Zellen addieren, mufl bei einem mikroskopischen
Nachweis der Umsatz innerhalb einer einzelnen Zelle hoch sein. Durch Kombination der
photonensensitiven Kamera auf der Detektionsseite und eines neuen, sensitiveren Substtates






nachzuweisen. Denkbar als Anwendung ware die Untersuchung der Verteilung bestirnmter
Bakterienpopulationen in autofluoreszierenden Biomatten, gleichwohl diirfte fur
Routineanwendungen im Vergleich zu Standarclhybridisierungstechniken der Aufwand zu hoch
und die Auflosung zu schlecht sein.
4.1.3 Tyramid-Signal-Amplifikation (TSA)
Urspriinglich wurde diese Technik fur den sensitiveren Nachweis in
EUSAs (Enzyme linked Immuno Sorbent Assays) enrwicke1t
(Bobrow et a/., 1989). Meerrettichperoxidase, gekoppelt an einen
Antikorper gegen das nachzuweisende 1mmunglobulin G von
Mausen, fungierte dabei als Reporterenzym und katalysierre in einem
Schritt vor der eigentlichen Detektion die Radikalisierung des
phenolischen Rings von biotinyliertem Tyramin. Die Koppelung von
Tyramin und Biotin bzw. anderen Markermolekiilen erfolgt iiber die
Aminogruppe von Tyramin (Abbildung 4.1) unter Ausbildung einer
Amidbindung. 1m weiteren werden die substituierten Tyramine als
Tyramide bezeichnet. Die in Anwesenheit von Meerrettichperoxidase
gebildeten Tyramidradikale reagierten, so wurde postuliert (Bobrow et a/., 1989), unter
Ausbildung ciner kovalenten Bindung mit den elektronenreichen der im Ansatz vorhandenen
Aminosaurereste wie Tyrosin und Tryptophan und stellten das konjugierte Biotin fur die
Anlagerung von modifiziertem Streptavidin zur Verfugung. Dieses Streptavidin war nun
gekoppelt an Meerrettichperoxidase (oder altemativ an alkalische Phosphatase), die ihrerseits in
einem letzten Schritt nach der Zugabe eines geeigneten chromo- oder fluorogenen Substrates
die eigentliche Detektionsreaktion katalysierte. Die entscheidende Rolle spie1te bei dieser
CARD G,CAtalyzed Reporter Deposition") genannten Methode die Fiihigkeit der
Meerrettichperoxidase, phenolische Systeme zu radikalisieren (Zaitsu und Ohkura, 1980). Bei
einer hohen Konzentration an Phenolen wurde dabei deren Dimerisierung katalysiert. Standen
bei niedriger Konzentration nicht geniigend Partner zur Verfugung, nahm die
Wahrscheinlichkeit einer Reaktion mit der festen Phase zu, sprich mit den elektronenreichen,
im Ansatz vothandenen Aminosauren (Bobrow et a/., 1989). Mit dieser Methode konnte bei
membrangebundenen Immunoassays eine bis zu 200fache Signalversrarkung erreicht werden
(Bobrow et aI., 1991). Vier Jahre spater wurde iiber die Anwendung von CARD zur ill sitll-
Hybridisierung berichtet (Kerstens et a/., 1995). Die Detektion einer Sonde erfolgte iiber ein
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Nachweissystem, das auf Meerrettichperoxidase als Reponetenzym basiene. Die
Meerrettichperoxidase katalysiene die Anlagerung von biotinylienem Tytamid in der
Umgebung der Sondenbindungsstelle. Das dadurch eingebrachte Biotin wurde schliefllich mit
fluoreszenz- oder enzyrnmarkienem Avidin nachgewiesen. Als alternative Nachweismethode
wurden fluoreszenzmarkiene Tyramide verwendet, bei denen ein weiterer Detektionsschrirr
entfallen kann (Raap et aL, 1995; Van Gijlswijk et aL, 1997). Tyramide, die mit Fluorescein,
Tetramethylrhodarnin, Coumarin und mittlerweile auch Cy3 markien sind, werden von der
Firma NEWM life Science Products in ihren sogenannten "TSATM-Direct"-Kits (fytamide
Signal Amplification) angeboten. Mit diesen Kits k6nnen biotinyliene Sonden oder Antik6rper,
die entsprechend den herk6mmlichen Verfahren in Hybridisierungs- oder immunochemischen
Reaktionen zum Nukleinsaure- bzw. Antigennachweis eingesetzt worden sind, sehr sensitiv
nachgewiesen werden.
Bei der in dieser Arbeit evaluienen Anwendung der Tyramid-Signal-Amplifikation (fSA),
wurden nach Urdea et aL (1988) direkt mit Meerrettichperoxidase gekoppe!te, 16S rRNS
gerichrete Oligonukleotidsonden eingesetzt. Schematisch ist der Ablauf in Abbildung 4.2
dargestellt. Da die verwendeten Sonden direkt mit Meerrettichperoxidase starr Biotin markierr
waren, enme! der Inkubationsschrirr mit Streptavidin-Meerrettichperoxidase, was zum cinen
die Zeit, die zur Durchfiihrung der Detektion notwendig war, verkiirzre, zurn anderen aber
auch etwaige Kreuzreaktionen mit evtl. vorhandenem endogenen Biotin ausscWoJ3.
+
Bakterienzella
Abbilduog 4.2: Priozip dec Hybridisierung mit ~leerrcttichperox.idase-rnarkierten OligonukJeotidsoodcn und anschlieBcnder
Detektion mit TSA. A, Hybridisierung mit 165 rRNS-gerichteten Sonden. B, Inkubation mit Auorochrom-T)'ramid als
Substrat. C. kovalemc Bindung des aktiviertcn Substrats an die Zelle.
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Hybridisierungen mit anschlieBender Signalverstiirkung durch TSA konnten auf Objekttriigem,
auf Filtem und in Fliissigkeit durchgefuhrt werden. Die erhaltenen Signale waren sowohl
spezifisch als auch deutlich stiirker als die Signale von Hybridisierungen mit einfach
fluoreszenzmarkierten Sonden der gleichen Spezifitiit.
4.1.3.1 Speiifttat der Tyramid-Signal-AmpliJikation
Die hellen spezifischen Signale nach Tyramid-Signal-Amplifikation konnten stets gebundener
Sonde zugeordnet werden. Weder die Inkubation mit Fluorochrom-Tyramid alleine, noch die
Inkubation nach einer Hybridisierung mit einer theoretisch nicht bindenden Sonde, zeigte
anschlieBend den positiven Hybridisierungen entsprechende Signale, auch wenn eine leichte
Erhohung der Hintergrundfluoreszenz festzustellen war. Einer weiteren Erhohung dieser
Hintergrundfluoreszenz bzw. der unspezifischen Anf:irbung von Nichtzielzellen in Gemischen
mit Zielzellen, die vor allem bei liingeren Inkubationszeiten auftraten, konnte durch Zugabe
von Dextransulfat zur Substratlosung entgegengewirkt werden (Van Gijlswijk et aI., 1996). Die
Autoren vermuteten, dill die Erhohung der Viskositiit in der Substratlosung durch
Dextransulfat ausschlaggebend fur die verbesserte Lokalisierung der Signale war.
4.1.3.2 Quantiftifemng der Signalstiirkm bei E. coli-Zellen mit Hilfe der Bildverarbeitung
Bei den Analysen mit dem Bildverarbeitungssystem wurden Signale von Zellen aus
unterschiedlichen Wachsturnsphasen, mit unterschiedlicher Fixierung (Ethanol bzw.
Paraformaldehyd) und mit oder ohne Lysozyrnbehandlung verglichen. Schwiichere und
stiirkere Signale unterschieden sich dabei so deutlich, dill nicht mit einheitlichen
Aufnahmeparametem gearbeitet werden konnte. Stan dessen wurde mit verschiedenen Zeiten
bei konstanten Werten fur Helligkeit und Kontrast gearbeitet und die mit Hilfe des
Quantifizierungsprogramms erhaltenen Werte fur die Signalstiirke bei geringeren Zeiten auf die
liingsten Belichtungszeiten extrapoliert. Dill ein linearer Zusammenhang zwischen Zeit und
Signalstiirke besteht, der dieses Verfahren erlaubte, war bereits frUber gezeigt worden
(frebesius, 1995). Ein Ausbleichen der Signale wiihrend einer maximalen Aufnahmezeit von
sechs Sekunden und Citifluor als Einbettrnedium (Florijn et aI., 1995) war vemachliissigbar.
Da sich sowohl die Art der Fixierung und Vorbehandlung als auch die Methode der
Hybridisierung auf die scheinbare GroBe von Zellen aus der gleichen Kultur auswirkten, wurde
als Mill fur die Signalstiirke die Helligkeit pro Zelle und nicht pro Fliicheneinheit gewiihlt. Die
Zellen aus Kultur I und II (siehe 3.1.3.2), die mit Paraformaldehyd fixiert, mit Lysozym
vorbehandelt und mit Meerrettichperoxidase-markierten Sonden hybridisiert wurden, waren
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fast doppelt so groB wie die Zellen in allen anderen Versuchen. Der iiberwiegende Anteil dieser
bei Auflichtfluoreszenz gemessenen GroBenzunahme diirfte auf die hohe Signalstiirke
zurUckzufuhren sein, die dutch Ausstrahlung iiber die Zellgrenzen hinaus den Eindruck
groBerer Zellen erweckte. Letztendlich schien aber fur die Abschatzung des
Verstiirkungsfaktors das Heranziehen der gesamten Helligkeit, die in Form von
Fluoreszenzmolekiilen in eine Zelle eingebracht wurde, sinnvoller als die Verwendung der
Helligkeit pro Flache, die wegen der Flachenzunahme k1einer ausgefallen ware, aber eben auch
nicht die wahre Signalverstiirkung widergespiegelt hatte.
Ein Vergleich der Hybridisierungssignale fluoreszenzmarkierter Sonden bei standardrnaBig mit
Paraformaldehyd fixierten Zellen zeigre, daB nach Lysozymbehandlung bei beiden Kulturen die
Signalstiirke auf jeweils etwa 60% absank.. Dieser Signalverlust diirfte dutch einen Verlust an
Zielmolekiilen, sprich ribosomaler RNS, verursacht worden sein, der als Foige der
Vorbehandlung aufgetreten war. 1m Gegensatz dazu war bei der Ubernachtkultur erst nach
Lysozyrnbehandlung ein meBbares Signal zu erreichen. Das spricht fur eine Veranderung der
Zellhiille bei ii1teren Zellen. Wahrend bei ihnen die Zellwand dutch Lysozyrn fur die Sonden
erst ausreichend zugiinglich geworden war, wurden bei den beiden anderen Kulturen die
Zellwande dutch die gleiche Lysozymbehandlung so durcliliissig, daB auch Ribosomen bzw.
rRNS-Molekiile verloren wurden.
Meerrettichperoxidase-markierte Sonden sind im Vergleich zu direkt fluoreszenzmarkierten
Sonden etwa zehnmal groBer (MW etwa 50.000 bzw. 6.000; Amann et aL, 1992). Enrsprechend
sind verrnehrt Probleme beim Durchaitt durch die Zellhiille zu erwarten. Durch geeignete
Fixierung, z.B. mit Ethanol, oder dutch Vorbehandlung Paraformaldehyd-fixierter mit
Lysozyrn war aber, zumindest bei grarnnegativen Bakterien, eine ausreichende Zuganglichkeit
gewiihrleistet (Zarda, 1994). In der Tat konnten mit beiden Verfahren annahernd gleiche
Signalstiirken mit TSA erreicht werden. Weniger geeignet, aber imrner noch zuganglich, waren
Paraformaldehyd-fixierte Zellen ohne Vorbehandlung. Der im Vergleich zu Paraformaldehyd-
fixierten Zellen mit Lysozymbehandlung auf 69% (Kultur 1) bzw. sogar 47% (Kultur l1)
abgesunkene Wert zeigt, daB wegen erschwerter Zuganglichkeit zwar weniger, aber noch
geniigend Meerrettichperoxidase-markierte Sonden gebunden hatten, die anschlieBend iiber
TSA detektierbar waren. In diesem Licht betrachtet, diirften die negativen
Hybridisierungsergebnisse von Paraforrnaldehyd-fixierten Zellen ohne weitere Behandlung
(Amann et aL, 1992; Zarda, 1994) auch von der mangelnden Sensitiviriit des
88
4 Diskussion
nicht£luoreszierenden Nachweises (siehe 4.1.4) herriihren und nicht nur von der
Unzuganglichkeit der Zellen.
Je nachdem, welche der Kulturen (I oder II) nach der Hybridisierung mit
Meerrettichperoxidase-markierten Sonden in ihrer Signalstiirke mit den Ergebnissen der
Hybridisierung mit £luoreszenzmarkierten Sonden verglichen wurde, konnten Verstiirkungen
zwischen 14- und 32fach gemessen werden. DaB das Potential der Verstiirkung aber nicht
ausgesch6pft wurde, zeigte der Vergleich mit den Zellen aus der Obemachtkultur. Bei ihr war
eine Verstiirkung urn den Faktor 86 erreicht worden. Dafiir war aber die sehr niedrige
Signalstiirke bei der Hybridisierung mit £luoreszenzmarkierten Sonden verantwortlich; die
Signalstiirke nach der Amplifikation war in etwa gleich hoch wie die der Zellen aus den
Kulturen I und II nach der gleichen Methode. Das diirfte darauf hindeuten, daB bei der
Verstiirkungsreaktion bereits eine Siittigung eingetreten war, beispielsweise durch die Besetzung
aIler potentiellen Bindungspositionen. Die Tatsache, daB eine Vorbehandlung mit Lysozym,
wie oben beschrieben, die Signalstiirke nach der Hybridisierung mit £luoreszenzmarkierten
Sonden abnehmen lien, deutet auf einen Verlust an Zielmolekiilen hin. Geht man nun davon
aus, daB auch bei der Hybridisierung der gleich behandelten Zellen mit Meerrettichperoxidase-
markierten Sonden diese niedrige Zahl zugrunde lag, und vergleicht daraufhin die Signalstiirken
der Lysozym-behandelten Zellen mit gleicher angenommener Ribosomenzahl, so erhiilt man
Werte von 34fach (Kultur 1) und 57fach (Kultur II). NENTM Life Science Products, der
Hersteller des verwendeten TSA-Kits, gibt eine m6gliche Verscarkung chromogener oder
£luoreszierender Signale von bis zu 1.OOOfach an - aIlerdings ohne experimentelle Belege. Bei
bisher beschriebenen Anwendungen wurden aber eher im Bereich der hier bestimmten
Verstiirkung liegende Werte gemessen: 30fach bei einem Immunoassay zurn Nachweis eines
Herpef ,imp/ex Virus-Antigens unter Verwendung von biotinyliertem Tyrarnid und einer
nichtfluoreszierenden Detektionsreaktion (Bobrow et aL, 1989), bis zu 200fach bei einem
membrangebundenen Immunoassay (Bobrow et aL, 1991), 15fach bei einer Immunofarbung
von Zellober£liichenmarkem mit Cy3-Tyrarnid als Substrat (Chao et aL, 1996), 25fach mir
biotinylierten Oligonukleotidsonden, bzw. sechsfach mit direkt Meerrettichperoxidase-
markierten Sonden und Cy3-Tyrarnid als Substrat bei ill sitll-Hybridisierungen zur Bestimmung
der Genexpression des Histons 4 in HeLa-Zellen (Schmidt et aL, 1997) und sieben- bis
zw61ffach bei der Identifizierung von Bakterien mit biotinylierten 16S rRNS-gerichteten
Oligonukleotidsonden und Fluorescein-Tyrarnid als Substrat (Lebaron et aL, 1997).
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4.1.3.3 Quantifi<ierung iiber das Durchjluj1?}tometer
Am Durchfluflzyrometer wurden die Signalstiirken von Paraformaldehyd-fixierten und mit
Lysozyrn vorbehandelten Zellen gemessen. Die Hybridisierungen mit Meerrettichperoxidase-
markierten Sonden in Fliissigkeit ergaben dabei ein uneinheitliches Bild: Ein Fiinftel der Zellen
war deutlich weniger gefarbt als der Durchschnitt, und auch die restlichen vier Fiinftel hatten
nur eine etwa zehrunal hohere Signalstiirke als die gleichen Zellen nach der standardmiilligen
Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten Sonden, ebenfalls in Fliissigkeit. Es kann nur
dariiber spekuliert werden, ob vielleicht die Zuganglichkeit der Zellen fur die groBeren
Meerrettichperoxidase-markierten Sonden durch die Bildung von Zellniederschlagen wiihrend
der dreistiindigen Hybridisierung soweit emiedrigr war, dafl entsprechend weniger Sonden
binden konnten, oder ob der Inkubationsschritt mit Fluorescein-Tyrarnid bei Zellen in
Fliissigkeit nicht so effektiv ist wie bei auf Objekttragem immobilisierten Zellen.
4.1.3.4 Anwmdbarkeit in Umweltproben
Vergleiche der Detektionsraten von Hybridisierungen mit Cy3- und Meerrettichperoxidase-
markierter Sonde EUB338 bel ethanolfixierten Belebtschlamm- bzw. Teichwasserproben
ergaben Unrerschiede von bis zu 50% zuungunsten der Kombination Meerrettichperoxidase-
markierte Sonde/Nachweis iiber TSA. Wie oben beschrieben, ist die GroBe der
enzymmarkierten Sonde ein kritischer Punkt fur die Penetration der Zellhiillen. Wiihrend viele
der untersuchten gramnegativen Organismen nach Ethanolfixierung zuganglich waren, zeigre
sich fur grampositive Organismen oder Verrreter der Archaea mit ungleichmiilligen Fiirbungen
ein anderes Bild (Zarda, 1994; diese Arbeit). So diirfte es schwierig sein, fur komplexe
rnik.robielle Populationen geeignete FLxierungs- und Vorbehandlungsmethoden zu finden, die
zum einen bel schwer zugaoglichen Bakterien eine Hybridisierung mit Meerrettichperoxidase-
markierten Sonden edauben, zum anderen aber noch nicht zur Lyse der restlichen Zellen in der
Population fiihren. Ergebnisse von H ybtidisierungen mit Sonden fur grollere Gruppen sollten
deshalb immer mit Vorsicht genossen werden. Dafl aber nicht unbedingr Probleme auftreten
miissen, zeigen Hybridisierungsergebnisse von Boden mit verschiedenen gruppenspezifischen
Sonden (Chatzinocas et aL, 1998). Anteile der mit den jeweiligen Sonden erfaflbaren Zellen
waren niirnlich fur fluoreszenzmarkierte Sonden und Meerrettichperoxidase-markierte Sonden
in Kombination mit TSA in etwa gleich hoch. Eine enrscheidende Verbesserung erbrachte die
Anwendung der letztgenannten Methode fur die Detektion von grampositiven Bakterien mit
hohem G+C-Gehalt der DNS in den untersuchten Boden, die mit fluoreszenzmarkierten
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Sonden aufgrund niedriger Signalsriirken und Hintergrundfluoreszenz der Bodenpartikel
erschwert bzw. unrnoglich war (Chatzinotas et aI., 1998).
4.1.3.5 Andere Anwendrmgenjiir TSA bei Bakterien
Dill die Tyrarnid-Signal-Amplifikation bei Bakterien universell einsetzbar und nicht auf die
Verwendung 16S rRNS-gerichteter Sonden beschriinkt ist, zeigten folgende Beispiele: TSA
wurde in Kombination mit Digoxigenin-markierten Polynukleotidsonden zwn Nachweis von
mRNS in Listerien (Wagner et aI., 1998) oder in Kombination mit Meerrettichperoxidase-
markierten Oligonukleotidsonden zur in sitrl-Detektion von ColE1-verwandten Plasmiden in E.
coli-Zellen (Juretschko et aI., 1999) benutzt. Erste Hybridisierungsergebnisse sprachen auch fur
eine Nachweisbarkeit der tmRNS (Lee et aI., 1978; Williams und Bartel, 1996) in ganzen Zellen
von E. coli und Laktokokken iiber die Sondendetektion mit TSA (W. Schonhuber und S.
Kulakauskas, unverOffentlichte Daten).
4.1.4 Vergleich nichtfluoreszierender Nachweis/Tyramid-Signal-Amplifikation
Bei Ganzzelihybridisierungen von Cyanobakterien mit Meerrettichperoxidase-markierten
Sonden wurde deutlich, daB die beiden verwendeten Nachweisverfahren unterschiedliche
Sensitivitiit besitzen. So war bei einigen Vertretem die Detektion der gebundenen
Meerrettichperoxidase-markierten Sonde nur mit TSA, nicht aber mit emem
nichtfluoreszierenden Substrat wie 1ETON moglich. Allgemein ist zwar der Nachweis von
Fluorochromen sensitiver als von Chromogenen, weil fur eine Detektion weniger Molekiile
notwendig sind. AlIerdings ist schwer verstiindlich, warwn eine Verlangerung der
lnkubationszeit bei der Umsetzung des chromogenen Substrates nicht zu einem
FarbniederscWag fiihrte. Prinzipiell sollte die Meerrettichperoxidase als Katalysator in der Lage
sein, solange Substratrnolekiile urnzusetzen, bis deren AnzaW auch zur nichtfluoreszierenden
Detektion ausreicht. Eine Erklanmgsmoglichkeit bietet sich, wenn man die unterschiedliche
Art der Umsetzung des Substrats bzw. der Anhaufung der Substratrnolekiile in der Zelle
betrachtet. Bei der Tyrarnid-Signal-Amplifikation fiihrt die fuldikalisierung des Tyrarnids
theoretisch direkt zu einer kovalenten Bindung des Tyrarnids an die Zelle, das so zwn
Nachweis zur Verfugung steht. 1m Gegensatz dazu katalysiert die Meerrettichperoxidase bei
den nichtfluoreszierenden Substraten eine oxidative Polyrnerisierung der Substratrnoleki.i.le, die
dadurch innerhalb der Zelle priizipitieren. Wenn nun, bedingt durch die niedrige Zahl an
gebundenen Meerrettichperoxidase-markierten Sanden, die Bildungsrate der zur
Polyrnerisierung notwendigen Molekiile niedrig ist und von deren Diffusionsrate iibertroffen
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wird, ist die Wahrscheinlichkeit gering, daIl geniigend Molekiile zu einem bestimmten
Zeitpunkt vorhanden sind und durch Polyrnerisierung prazipitieren, und kann nicht durch die
Dauer der Inkubation beein£luIlt werden.
4.2 Hybridisierungen von Cyanobakterien
4.2.1 Cyanobakterienspezifische Sanden
Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten, cyanobakterienspezifischen Sonden diemen
vomehmlich der Weiterentwicklung und Evaluierung der Ganzzell- bzw. in situ-Hybridisierung
von Cyanobakterien mit Meerrettichperoxidase-markierten 16S rRNS-gerichteten Sonden.
Anhand von Referenzsriirnmen mit bekannten 16S rRNS-Sequenzen wurden
Hybridisierungsbedingungen gefunden, die einen spezifischen Einsatz der
Meerrettichperoxidase-markierten Sonden in Kombination mit dem nicht£luoreszierenden
Nachweis bzw. der Tyramid-Signal-Arnplifikation bei Cyanobakterien erlaubten.
4.2.1.1 Austesten durch MeUlbranhybridisienmgen
Bei den Membranhybridisierungen lagen 16S rDNS-Molekiile denaruriert und frei zugiinglich
zur Hybridbildung mit den getesteten Sonden vor. Die Hybridbildung war damit nur von der
Komplementaritiit von Sonden- und Zielsequenz abhiingig. Der Ein£luIl, den bei
Ganzzellhybridisierung die Zugiinglichkeit der Zellhiille und die Sekundiirstruktur der
ribosomalen RNS bzw. in den Ribosomen gebundene Proteine auf die erfolgreiche
Hybridbildung haben, konnte daher ausgeschlossen werden. Die erhaltenen
Hybridisierungsergebnisse sind allein von der Emsprechung von Sonden- und Zie!sequenz
abhiingig. Es zeigte sich emeut, daIl einzelne nichtgepaane Basen innerhalb des potentiellen
Hybrids ausreichen kiinnen, urn eine Diskriminierung zu erreichen (l\1anz et aL, 1996). DaIl
eine einzelne, randsrandige AC-Fehlpaarung eine Hybridbildung nicht verhindem konnte, ist
ebenfalls im Einklang mit friiheren Ergebnissen (Neef et aL, 1996) und nicht weiter
verwunderlich, wenn man bedenkt, daIl immer noch ein vollsrandig kanonisch gepaanes
Hybrid mit einer Lange von 17 Basen bestand.
4.2.1.2 Gonzze//hybridisienmgen
Die durch die Membranhybridisierungen erhaltenen Bedingungen, die dort fur eme
Unterscheidung von Zie!- (also solchen mit vollsrandig komplementiirer Zielregion) und
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Nichtzielorganismen (mit nicht vollstandig komplementiirer Zielregion) ausreichend waren,
wurden auf ihre Eignung fur die Ganzzellhybridisierung gepriift. Dabei war zu beachten, daB
zurn einen DNS-DNS-Hybride, wie sie bei der Membranhybridisierung vorkommen, weniger
stabil sind als die RNS-DNS-Hybride bei der Ganzzellhybridisierung (Wahl et aL, 1987), was
eine Erbohung der Stringenz erfordem wiirde. Zurn anderen gibt es aber Befunde, daB fur ein
und dieselbe Sonde bei in situ-Hybridisierungen eine niedrigere Stringenz bei gleichbleibender
Spezifitiit ausreichend war (Manz et aL, 1992; Neef, 1997). Wie in Abbildung 3.9 dargestellt,
konnten fur drei der vier getesteten Sonden, mit Ausnahme der Sonde CYA361, spezifische, in
der Intensitiit mit der Sonde EUB338 vergleichbare Signale erhalten werden. Die in den
Membranhybridisierungen bestimmten Stringenzen fur die Diskriminierung von
Nichtzielorganismen waren somit auf Ganzzellhybridisierungen iibertragbar.
Die Sonde CYA361 zeigte bei Ganzzellbybridisierungen nur sehr schwache oder iiberhaupt
keine Signale. Probleme mit der Zugiingigkeit der Zellhiillen bzw. ein zu niedriges Niveau an
Zielmolekiilen konnten ausgeschlossen werden, weil die Sonde EUB338 - detektiert entweder
nichtfluoreszierend oder iiber Tyrarnid-Signal-Amplifikation - mit den gleichen Organismen
durchweg gute Signale lieferte. Ebenfalls nicht in Frage kamen, aufgrund der Ergebnisse der
Membranhybridisierungen, eine falsche Sondensequenz, eine unzureichende Markierung der
Sonde oder falsche Hybridisierungsbedingungen. So bleibt als Erklarung fur schlechte
Anwendbarkeit der Sonde CYA361 nur die Unzugiinglichkeit der Sondenbindungsstelle in sitll,
die entweder durch die Sekundiirstruktur der ribosomalen RNS oder durch Wechselwirkungen
der RNS mit ribosomalen Proteinen bedingt sein kann (Amann et aL, 1995). Eine systematische
Untersuchung der in .ritu-Zugiinglichkeit der 16S rRNS von E. coli wurde mittlerweile von
Fuchs et aL (1998) durchgefuhrt, in der die gesamte 16S rRNS mit Hilfe iiberlappender
Oligonukleotidsonden abgedeckt wurde. Die erhaltenen Hybridisierungssignale wurden in
sechs verschiedene Intensitiitsklassen eingeteilt und so die einzelnen Regionen der 16S rRNS
hinsichtlich ihrer Zugiinglichkeit kartiert. Die niedrigere Signalstiirke bei der Sonde CYA361
ware dahingehend in Obereinstimmung mit einer bei E. coli ebenfalls eingeschriinkten
Zugiinglichkeit der urn ein Nukleotid verschobenen Sondenbindungsregion (position 360), an
der die Signalstiirke der entsprechenden Sonde bei E. coli urn 23% gegeniiber der Signalstiirke
bei EUB338 abfieL Die Beobachtung bei E. coli deckt sich ebenfalls mit der Signalstiirke der
Sonde CYA762. Die urn ein Nukleotid verschobene Region (position 763) bei E. coli liegt
beziiglich ihrer Signalstiirke 19% hoher als die von EUB338. Bei den untersuchten
Cyanobakterien war die Signalstiirke mit der Sonde CYA762 durchwegs etwas besser als mit
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der Sonde EUB338. Keine Obereinstimmungen ergaben sich bei den Sonden CYA664 und
CIV/V1342. Beide hatten in etwa gleiche Signalstiirken wie die Sonde EUB338, wohingegen
die entsprechenden Sondenbindungsregionen (positionen 665 bzw. 1338 und 1346) bei E. coli
sehr schwer bzw. gar nicht zuganglich waren. DaB E. coli beziiglich der Unzuganglichkeit der
Helices 23a und 24a, an die die Sonde CYA664 bindet, aber eher die Ausnahme bildet, zeigen
Veroffentlichungen zu Ganzzellhybridisierungen anderer Bakterien, bei denen ebenfalls gegen
diese Region gerichtete Sonden eingesetzt wurden (Amann et aL, 1991; Schleifer et aL, 1992;
Spring et aL, 1992; Polz et aL, 1994; Amann et aL, 1996; Neef, 1997; Snaidr, 1997; Snaidr et aL,
1997). Auch fur den nach Fuchs et al (1998) bei E. coli unzuganglichen Bereich urn Helix 48
(Bindungsregion der Sonde CIV/V1342) gibt es Beispie1e erfolgreicher
Ganzzellhybridisierungen (Erhart, 1997; Neef, 1997).
Ein Nachweis der nach der Hybridisierung gebundenen Sonden erfolgee entweder
nicht£luoreszierend oder, wenn diese Methode nicht sensitiv genug war, mit TSA. Wie schon
bei der Membranhybridisierung war es nicht moglich, eine einzelne, randstiindige Fehlpaarung
zu diskriminieren. Einzelne, interne Fehlpaarungen konnten dagegen weiresrgehend
diskriminiert werden (Abbildung 3.9). Eine vollstiindige Diskriminierung war stets mit dem
nicht£luoreszierenden Nachweis moglich, wahrend es bei TSA in manchen Fallen zu einem
Signal von Nichtzielzellen kam, das aber deutlich schwacher ausfie1 als bei einem vollstiindig
gepaarcen Hybrid beim gleichen Organismus. So war z. B. bei SylJecharystis sp. PCC 6803 erotz
einer intemen, destabilisierenden AC-Fehlpaarung anstelle einer GC-Paarung mit TSA eine
schwache Bindung der Sonde CYA762 zu detektieren, bei Plellrocapsa sp. PCC 7516 unter den
gleichen Vorausseczungen dagegen nicht. Mit der Sonde CIV/V1342 war mit einer Ausnahme
(LeptajylJgbya sp. PCC 7376) eine AC-Fehlpaarung gegeniiber einer AU-Paarung zu
diskriminieren. Bei der Sonde CYA664 kam es bei TSA wegen einer wenig descabilisierenden
UG-Fehlpaarung (Stahl und Amann, 1991) zu einem schwachen Signal bei entsprechenden
Nichtzie1organisrnen. Diese Probleme sind vennutlich auf die hohe Sensitivicat des TSA-
Nachweises zuriickzufuhren. Eine geringe Anzah! an unspezifisch gebundenen
Sondenmolekiilen, die fur einen nichrfluoreszierenden Nachweis nicht ausreichend ist, wird
durch die Tyrarnid-Signal-Amplifikation bereits detektierbar. Mit einem nichrfluoreszierenden
Subserat scheint dementsprechend auch die Diskriminierung bei einzelnen Fehlpaarungen
einfacher zu gelingen als bei £luoreszenzmarkierten Sonden, bei denen 0& nicht- oder mit
anderen Fluorochromen markierce Kompetitorsonden eingesetzt werden rniissen (Manz et aL,
1992; Meier, 1997; Neef, 1997), urn eine Unterscheidung zu erreichen. Versuche mit
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unmarkierten Kompetitoroligonukleotiden in Kombination mit Meerrettichperoxidase-
markierten Sonden und TSA zur Diskrirninierung einzelner Feh!paarungen beim Nachweis
von rmRNS (Lee et aI., 1978; Williams und Bartel, 1996) in ganzen Zellen waren dagegen nicht
erfolgreich (W. Schonhuber und S. Kulakauskas, unveroffentlichte Daten). Bei der
Konstruktion von Sonden, die enzyrnrnarkiert angewendet und mit TSA nachgewiesen werden
sollen, sollte dernnach von vornherein bedacht werden, daJ3 mindestens zwei Feh!paarungen
notwendig sind, urn Unspezifiriiten auszuschliel3en, bzw. daJ3 Gruppen, die sich nur urn eine
Base innerhalb der Sondenbindungsregion unterscheiden, zusammen nachgewiesen werden
konnten, sich aber evtl. durch Vergleich der Hybridisierung mit einer vollsriindig
komplemenriiren Sonde aufgrund der unterschiedlichen Signalsriirke unterscheiden lassen.
4.2.2 Cyanobakterien in Umweltproben
Durch Hybridisierung mit enzyrnrnarkierten Sonden und anschliel3endem
nichtfluoreszierenden Nachweis gelang es erstrnals, syrnbiontisch lebende Cyanobakterien in
situ mit rRNS-gerichteten Sonden zu identifizieren (Zarda, 1994; Schonhuber, 1995). In dieser
Arbeit konnten jetzt auch freilebende Vertreter der Cyanobakterien in sit" detektiert werden.
Bei Wasserproben aus dem Ijsselmeer waren Vertreter von Microrystis sp. und Aphanizomenon sp.
mit der gleichen Methode spezifisch zu hybridisieren (W. Schonhuber, unveroffentlicht). In
sit1l-Hybridisierungen an Schnitten einer Biomatte aus einem hochalpinen See zeigten mit den
Sonden CYA762 und CYA664, entsprechend ihrer breiten bzw. engeren theoretischen
Spezifiriit, fur die Sonde CYA762 eine Vielzahl angefarbter Zellen unterschiedlicher
Morphologie, wiihrend mit der Sonde CYA664 eine weitaus geringere Anzah! morphologisch
relativ homologer Zellen detektiert wurde (Schonhuber et aI., 1999). Eine entscheidende
Verbesserung der Au£losung des Nachweises gelang durch den Einsatz von TSA in
Kombination mit einem Laser Scanning Mikroskop auf der Dokumentationsseite (Schonhuber
et aI., 1999). 1m Rahmen einer Diplomarbeit konnten Zellen von Proch/orothrix ho//andica
(Burger-Wiersma et aI., 1989) in Wasserproben aus niederliindischen Seen mit spezifischen
Sonden hybridisiert werden. Der niedrige Ribosomengehalt machte eine Detektion der
sondenvermittelten Enzyrnaktiviriit iiber TSA notwendig (S. Erx,persiJiz/iche Mitteilung).
4.2.3 Ganzzellhybridisierungen von Prochlorococcus marinus
Proch/orococcus spp. (Chisholm et aI., 1992) sind die dominanten oxygenen, phototrophen
Organismen in tropischen und subtropischen Regionen der Weltrneere (Chisholm et aI., 1988;
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Olson et aI., 1990; Campbell und Vaulot, 1993) und tragen entscheidend zur photosymhetisch
aktiven Biomasse und zur Primarproduktion bei (Chisholm et aI., 1988; Campbell und Vaulot,
1993; Goericke und We!schmeyer, 1993; Valout et aI., 1995). Zwei zunachst aufgrund wer
unterschiedlich hohen Auto£luoreszenz gefundene Populationen (Campbell und Vaulot, 1993;
Parrensky et aI., 1996) konnten aufgrund wer 16S rRNS-Sequenzen in eine Hochlicht- und
eine Niedriglicht-adaptierte Gruppe eingeteilt werden, (Moore et aI., 1998; Urbach et aI., 1998;
Abbildung 3.11).
Der fur die Untersuchung zur Verfugung stehende Stamm PCC 9511 (Rippka et aI., 1997; R.
Rippka, persiinlicbe MitteilllnfJ konnte anhand seiner 16S rRNS-Sequenz als Mitglied der
Hochlicht-adaptierten Linie bestimmt werden (Abbildung 3.). Dies war uberraschend, weil die
axenische Kulrur PCC 9511 aus der vermeintlich se!ben SARG-Kulrur isoliert worden war wie
der Typstamm ProcblorococClis maril/llS CCMP 1375 (Chisholm et aI., 1992; R. Rippka, persolIlicbe
MittezlunfJ. Die ursprungliche SARG-Kulrur wurde aus einer Tiefe von 120 m aus der
Sargassosee isolierr (Chisholm et aI., 1992) und entsprechend fie! die 16S rRNS-Sequenz von
ProcblorococClis marilIlls CCMP 1375 nach vergleichender Analyse nicht in die Linie der
Hochlicht-adaptierren Sriimme (Moore et aI., 1998; Urbach et aI., 1998; diese Arbeit). Bei
ProcblorococClis mannus PCC 9511 wird dagegen die 16S rRNS-Sequenzubereinstimmung mit den
Hochlicht-adaptierren Sriimmen auch durch die Form der Thylakoide, den Chlorophyll b2-
Gehalt und das Fehlen eines Phycoerythringens (Hess et aI., 1996) bestiitigt (R. Rippka,
persiJiJlicbe Mitteil/III!;;' Der Typstamm CCMP 1375 stand in Form der Kulrur SS120 zur
Verfiigung (Urbach et aI., 1998; N. West, persiJiJlicbe MitteilllnfJ, so daB je ein Vertreter der
Hochlicht- bzw. Niedriglicht-adaptierren ProcblorococClis-Sriimme auf ihre Hybridisierbarkeit
untersucht werden konnte.
Beiden Vertretern war eine in etwa gleich hohe Auto£luoreszenz zu eigen, was zeigte, daB eine
Einteilung in Hochlicht- und Niedriglicht-adaptierre Sriimme basierend auf der Stiirke der
Auto£luoreszenz schwierig sein kann. FUr Vertreter beider Linien war in Kulrur gezeigt
worden, daB sich die Pigmentzusammensetzung mit der Lichtintensitiit verandern kann
(parrensky et aI., 1993; Moore et aI., 1995) und in Fe!dsrudien konnte eine Zunahme der
Autofluoreszenz auch innerhalb dec beiden getrennten ProcblorococClis-Popuiationen mit der
Tiefe, also bei abnehmender Lichtintensitiit, gezeigt werden (Campbell und Vaulot, 1993;
Parrensky et aI., 1996). Hybridisierungen mit £luoreszenzmarkierren Sonden waren wegen der
Autofluoreszenz bei den untersuchten Kulruren nicht moglich. Neue Untersuchungen von
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Worden und Mirarbeitern (1998) zeigten ebenfalls Probleme der Detektion von Proch/orococcus
sp. mit fluoreszenzmarkierten Sanden auf. Als Alternative sind in dieser Arbeitsgruppe
Peptidnukleinsauren als Ersarz fur OligonukJeotide in Entwicklung (Worden et a/., 1998).
In dieser Arbeit wurde ein spezifischer Nachweis der beiden untersuchten Prochlorococcus-
Sriimme (pCC 9511 und SS120) durch die Kombination von Meerrertichperoxidase-markierten
Sanden und der Signalverstiirkung mittels TSA erreicht. Unterschiede in den
Hybridisierungsergebnissen mit der Sonde PS1439 lieferten erste Hinweise auf eine rnogliche
Diskrirninierbarkeit zweier ProchlococClis-Sriimme aufgtund der 16S rRNS. Wahrend bei der
Kultur PCC 9511 fast aile Zellen durch die Sonde PS1439 angefarbt werden konnten, war bei
der Kultur S5120 nur ein Teil der Zellen detektierbar, obwohl durch Hybridisierung mit der
Sonde CYA664 gezeigt worden war, dafi fast aile Zellen in beiden Kulturen zuganglich fur
enzymmarkierte Sanden waren. Nun gibt es drei Moglichkeiten zur Erklamng dieser
Ergebnisse:
1. Die vereinzelten Signale bei der Kultur SS120 waren wegen zu niedriger Stringenz
unspezifisch, was bedeuten wiirde, an der Sondenbindungsstelle liegt ein Unterschied der
beiden Sriimme va!. Gegen eine unspezifische Bindung spricht aIlerdings die Signalstiirke,
die mit der Sonde PC1439 im Vergleich zu der Sonde CYA664 erreicht wurde. In Kapitel
3.2.3.3 konnte dernonstriert werden, dafi selbst bei einzelnen Fehlpaarungen innerhalb des
Hybrids die Signalstiirke gegeniiber einem vollstindig gepaartem Hybrid abnimmt. Dies war
hier nicht der Fall.
2. Die Kultur SS120 ist keine Reinkultur, sondern enthiilt auch andere Bakterien (Chisholm et
a/., 1992). Nur die von der Sonde PS1439 erfafiten Zellen konnen als ProcblorococCIIs sp.
bezeichnet werden, die von der Sonde CYA664 erfafiten Zellen schlie13en auch andere
Bakterien ein. Allerdings ist die theoretische Spezifitat der Sonde CYA664 auf
Cyanobakterien und Chloroplastensequenzen beschrankt, zu allen anderen bekannten
Bakterien weist sie mindestens zwei Fehlpaarungen auf. Dafi zwei Fehlpaarungen bei der
Hybridisierung diskrirniniert wiirden, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden. Zusarzlich
entsprach der Anteil autofluoreszierender Zellen in der Kultur SS120 in etwa dem Anteil
der mit der Sonde CYA664 detektierbaren Zellen. Beides spricht dafur, dafi mit der Sonde
CYA664 tatsachlich die Proch/orococC1ls-Zellen in der Kultur angefarbt wurden.
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3. Die Diskrepanz zwischen den Hybridisierungsergebnissen der beiden Sonden riihrt von
unterschiecllichen ProchlorococCtls-Populationen in der Kulrur SS120 her. Eine dieser
Populationen wurde, wie ProchlorococC1Is mannlls PCC 9511, von der Sonde PS1439 erfaflt, die
andere nicht. Diese Hypothese wiirde den eingangs erwahnten Befund sriitzen, dafl
offensichtlich aus urspriinglich einer Kulrur zwei verschiedene Sriimme isoliert werden
konnten.
Sicher sind weitere Untersuchungen natig, urn die Zusammensetzung der verschiedenen
ProchlorococC1Is-Kulruren vollstiindig aufzukIaren, aber prinzipiell wurde gezeigt, dafl iiber die in
silu-Hybridisierung die Maglichkeit besteht, Cyanobakterienkulruren auf ihre Reinheit zu
iiberpriifen bzw. die Isolierung neuer Sriimme von der Sammlung am Standort bis zurn Erhalt
der Reinkulrur iiberwachend zu begleiten.
Noch stehen Versuche mit Umweltproben aus. Sollten sich aber die Detektier- und
Diskriminierbarkeit von ProchlorococCtis spp. auf Zellen, die an ihrem nariirlichen Standort fixiert
wurden, iiberrragen lassen, ware ersrmals eine direkte Aufklarung der
Populationszusammensetzung Hoch- und Niedriglicht-adaptierter Sriimme in greifbare Nahe
geriickt. Eine sondenvermittelte Detektion ware auch fur den Nachweis von ProchlorocCtis
mann/IS in oberflachennahen Wasserschichten erstrebenswert, weil dort aufgrund des niedrigen
Pigmemgehalts die bisher iibliche, indirekte Detektion anhand von Autofluoreszenz und
Streulicht erschwert bzw. verhindert wird (partensky et aI., 1996; Zubkow el aI., 1998).
4.3 Vergleichende 16S rRNS-Sequenzanalyse von Cyanobakterien
Von funf Sriimmen aus der Pasteur Culrure Collection of Cyanobacteria wurde in dieser Arbeit
die Sequenz des 16S rRNS-Gens bestimmt. Mittels computergesriitzter Sequenzanalyse wurden
ihre Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der Gruppe der Cyanobakterien untersucht und
phylogenetische Stammbaurne rekonstruiert. Eine erste Einordnung der Sriimme zeigt
Abbildung 4.3 in der Obersicht.
Abbildung 4.3: Phylogenetischer Stammbaum von Cyanobak,erien basierend auf 16S rR.NS-Sequenzen. Zugrunde tiegt der
Stammbaum aus Abbildung 3.8, die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Sequenzen wurden mit ARB Parsimony in diesen





Microcystis aeruginosa pee 7806
Microcystis sp. KND 9506
Microcystis wesenbergii NIES 112
Microcystis 8eruginosa pee 7941
Microcystis 8efUginosa NIES 98
Microcystis 8eruginosa NIES 89
Microcystis viridis NIES 102
Microcystis wesenbergi; NIES 107
Microcystis 8eruginosa pee 7005
,-----,~- Microcystis wBsenbergiiNIES 111
Microcystis 8eruginosa NIES 98
Microcystis 8eruginosa NIES 87
Microcystis sp. AWT139
Microcystis aervginosa pee 7820
Dermocarpa sp. pee 7437
Gfoeocapsa sp. pee 73106
Gfoeothece membranacea pee 6501
SAR6
Prochlorococcus marinus pee 9511
SAR7
Microcystis holsatica NIES 43
Synechococcus .p. pee 7001
r------- Microcystis elabens NIES 42
Synechococcus sp. pee 6301
SynechococcU5 sp. pee 7942
GJ080bacter violaceus pee 7421
L- Octopus Spring microbial mat 0, OS Type B
Synechococcu5 elongarus
Synechocystis sp. PCC 6803
Merismq:Jedia g/auca Bl44B.1
,-~'-~- Synechocystis sp. PCC 6906
Spirufina sp. PCC 6313
Synechococcus sp.PCC 7002
Leptolyngbya sp.PCC 7376
,"----- Synechocystis sp. pce 6308




Phormidium ectocarpi pee 7375
Phormidium minutum 05
Synechococcus sp. pee 7335
1-'----- Prochforothrix hol/andica
Lepto/yngbya boryanum PCC 73110
Leptolyngbya foveo/arum Komarek 1964/112
Chamaesiphon sp. PCC 7430
Arthrospira sp. pee 7345
Arthrospira sp. pee BOOS
Lyngbya sp~ PCC 7419
Oscillatoria agardhi; eVA 18
Trichodesmiumsp. NIBB 1067
Oscillatoria sp. pee 7515
Oscil/atoria.p. pee 7112
Oscillatoria coraflinae CJ1
Microcoleus sp. pee 7420
Tolypothrixsp. pee7415
Tolypothrixsp. pce 7101
Nostoc muscorum pee 7120
Calothrix sp. pee 7507
Cylindrospermumsp. pee 7417
Nostoc sp. pce 73102
CaJothrix desertica pce 7102
CaJothrix sp. 0 253
CaJothrix sp. pee 7116
Nodularia sp. pce 73104
Anabaena cylindrica pee 7122
Fischerelfa sp. pee 7414
ChloroglO8Opsis fritschiiPCC 6718
J~===:<:;t;, Scytonema sp. PCC 7110fl Chlorogloeopsissp. PCC 7518
Crin.1ium ep;psammum PCC 9333
~--- Chroococcidiopsis sp. pec 7203
Leptolyngbya sp. VRUC 135
Limnothrix redeke; Mef 6705
Pseudanabaena galeata ece OL-7S·PS
Pseudanabaena sp. pce 6903






Die Gattung SYllecbococcus (Waterbury und Rippka, 1989) ist zum gegenwiirtigen Zeitpunkt ein
provisorisches Taxon innerhalb der Ordnung Chroococcales (Waterbury und Rippka, 1989)
bzw. der Sektion I (Rippka et aL, 1979; Rippka und Herdman, 1992), das spater in mehrere
Gattungen cinschlieillich der Gattung Synechococcus zerfallen wird. Nach der Definition umfallt
die "Obergattung" ~,super genus") oder Synechococcus-"Gruppe" einzelzellige, kokkoide bis
srabchenfonnige, nicht mehr als 3 fl.ITl grolle Cyanobakterien ohne strukturierte Hilllen, die sich
durch Zellteilung in einer Ebene und Anwesenheit von peripheren, konzentrischen
Thylakoiden auszeichnen (Waterbury und Rippka, 1989). Sie ist aufgrund morphologischer und
physiologischer Eigenschaften, Charakterisierung der Isolierungsorte der St:iimme, G+C-
Gehalt der DNS und An- oder Abwesenheit von Phycoerythrin in sechs sogenanme
"Stammcluster" ~,strain cluster") eingeteilt, die als provisorische Gattungen gedacht sind
(Waterbury und Rippka, 1989). 1m Katalog der Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria
sind dagegen nur funf Cluster (1-5) aufgefuhrt (Rippka und Herdman, 1992).
Emsprechend ihrer Eigenschaften werden die beiden sequenzierten -D'nechococcus-St:iimme dem
Cyanobium-Cluster bzw. Cluster 5 (pCC 7001) und dem marinen Cluster C bzw. Cluster 3 (pCC
7335) zugerechnet. Die vergleichende 16S rRNS-Analyse von SYllechococcus sp. PCC 7001
erbrachte eine mehr oder weniger stabile Einordnung in eine Emwicklungslinie mit dem
anderen bereits sequenzierten Vertreter des yanobiufJJ-Clusters (Cluster 5), SYllecbococctis sp. PCC
6307 (vorgeschlagen als Typstamm fur yallobiufn gracile (Rippka und Herdman, 1992) und
somit namengebend fur die zu schaffende Gattung) aus der Pasteur Culture Collection of
Cyanobacteria. Die ebenfalls in diese Linie fallende Sequenz von Microrystis sp. NIES 43 diirfte
Resultat ciner falschen Identifizierung des Organismuses sein, nachdem Vertreter von
Microrystis spp. in einem anderen Teil des Baumes eine monophyletische Gruppe bilden
(Turner, 1997; M. Herdman, personuche MitteilulI!J. -D'lIechocOCctIS sp. PCC 7335 dagegen fillt in
eine Linie mit in den Datenbanken als PhonJJiditl!J1 sp. N182 und PhonJJiditlnl sp. D5
bezeichneten Cyanobakterien. Die Klassifizierung dieser St:iimme erfolgte emsprechend der
botanischen Iiterarur nach rein phanotypischen Merkmalen. Beide konnen nach Rippka und
Herdman (1992) der Leptofyllglrya-Gruppe zugeordnet werden (M. Herdman und R. Rippka,
persiillliche MitteilulIg). Diese Leptofyllglrya-Gruppe wiederum steht innerhalb der Sektion III
(Rippka und Herdman, 1992), so dall Organismen aus den verschiedenen Sektionen einander
nilier verwandt sind als die Vertreter der Synechococcus-Gruppe untereinander. Die Stellung von
Synechococctls sp. PCC 7335 relativ zu Synechococctls sp. PCC 7002, der auch zum Cluster 3
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gerechnet wird, liillt ebenfalls fraglich erscheinen, ob Organismen aus dem Cluster 3 einer
gemeinsarnen Gattung zugeordnet werden k6nnen. Laut Ludwig und Mirarbeitem (1998) ware
cine Ubereinstimmung von etwa 95% eine praktikable Grenze fur die Beschreibung einer
Gattung. Die Sequenziihnlichkeit zwischen beiden Organismen bettiigt allerdings nur 89%.
Letztendlich zeigt sich auch iiber die vergleichende 16S rRNS-Analyse die provisorische
Stellung der -D'nechococt1ls-Gruppe. Wahrend die 16S rRNS-Sequenzen die Zuordnung von
Synechococcus sp. PCC 7001 zum Cluster 5 der -D'nechococcus-Gruppe und damit in die zu
schaffende Gattung CyanobilfnJ bestiitigen, widerspricht der Srammbaum in Abbildung 4.4 der
Erablierung einer Gattung fur Cluster 3.





Synechococcus sp. pee 7335
Cluster 3
Synechococcus sp. pee 7002
Cluster 3
Chroococcus sp. PCC 9340
Chamaes;phon sp. PCC 7430
Synechococcus sp. pee 7001
ClusterS
Cyanob/um gracile pee 6307
ClusterS
Microcysljs holsatica NIES 43
Synechococcus sp. WH8101
Prochlorococcus sp. MIT 9313
Prochlorococcus
marinus PeC 9S11 SARS SAR7
Leptolyngbya sp. VRUC 135 0.01
LimnOlhrix redeke/ Mel 6705
Pseudanabaena sp. PCC7403
Abbildung 4.4: Phylogenetischer Stammbaum basierend auf 165 rR.N'S-Sequenzdaten mit den verschiedenen SynuhococcuJ-
Stiimmen. Bei den Stfunmen aus der Pasteur CuJrure CoUection (pcq sind die CLuster angegeben, denen sie innerhalb dec
SynuhococGlJ"-Gruppe zugeocdnct sind. Maximum-Likelihood-Baum, berechnet mit fast voUsciincligen Sequenzen. De! Balken
entspricht 1% errechnetem Sequenzunterschied.
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43.2 Chroococcus sp. PCC 9340
In der traditionellen botanischen Literatur waren ChroocoCC/1I und Gloeocapsa aufgmnd der
Beschaffenheit ihrer HiilJen getrennte Gattungen (Geitler, 1932). Wegen erheblicher Zweifel,
ob dieses eine Merkmal fur eine Unterscheidung auf Gattungsebene ausreichen k6nnte, wurde
von Rippka und Mitarbeitem (1979) nur Gloeocapsa als eigene Gattung anerkannt. Waterbury
und Rippka schufen 1989 die Gloeocapsa-Gruppe (analog zur SynechococClIs-Gruppe), wn
Gloeocapsa (sensu Rippka et aI., 1979) mit den von Potts und Mitarbeitem (1983) beschriebenen,
groflzelligen ChroococClis-Isolaten zusammenfassen zu k6nnen. Die Gloeocapsa-Gruppe steht
innerhalb der Orcinung Chroococcales (Waterbury und Rippka, 1989) bzw. Sektion I (Rippka et
aI., 1979; Rippka und Herdman, 1992) und enthalt Cyanobakterien, die sich in zwei oder drei
rechtwinklig zueinander stehenden Ebenen teilen. Die daraus resultierenden, regelmaBigen
Zellaggregate werden durch vielschichtige Hiillen zusammengehalten. Im Katalog der Pasteur
Culture Collection wurde ChroococClis wieder als Gattung vorgeschlagen und ist mit flinf
Vemetern aufgefuhrt, die sich aufler aufgmnd der Beschaffenheit der HiilJen auch durch die
Grofle von Gloeocapsa unterscheiden lassen (Rippka und Herdman, 1992). In phylogenetischen
Baurnen, die auf den 16S rRNS-Sequenzdaten basieren, fallen der in dieser Arbeit sequenzierte
ChroococClis sp. PCC 9340 und Gloeocapsa sp. PCC 73106, von der eine etwa 900 Basen lange
TeiJsequenz bekannt ist, in verschiedene Entwicklungslinien (Abbildung 4.5). Die 16S rRNS-
Sequenzdaten unterstUtzen somit die Existenz zweier getrennter Gattungen ChroococClis und
Gloeocapsa. Sowohl Organismen aus dem kiirzlich beschriebenen "Halothece"-Cluster (Garcia-
Pichel et aI., 1998) als auch Plellrocapsa sp. PCC 7516 stehen ChroococClis sp. PCC 9340 nilier als
Gloeocapsa sp. PCC 73106. Allerdings sollte die vergleichende 16S rRNS-Analyse der anderen
Vemeter der beiden Gattungen folgen, urn sicherzustellen, daB die beiden vorgeschlagenen




Gloeocapsa sp. PCC 73106
Chroococcus sp. pee 9340
Synechococcus sp. PCC 7002
Leptolyngbya sp. PCC 7376
0.01
Halothece sp. MPI96P60S
Spirulina sp. PCC 6313
Prochloron didemni Pleurocapsa sp. pee 7516
Euhalothece sp. MPI 96N304
Euhalolhece sp. MPI9SAH10
Cyanothece PCC 7424
Gloeothece membranacea pee 6501
Pseudanabaena sp. pee 7403
Limnothrix redekei Mef 6705
Microcystis viridis NIES102
Abbildung 4.5: Phylogenetischer Stamrnbawn basicrcnd auf 16$ rRNS-Sequenzdaten mit den zwei bisher sequcnzierten
Vertretem aus dec Glotoc'¢so-Gruppe. Maximum-Likelihood-Baum, berechner mit fast voUscaodigen Sequenzeo. Die
Sequenz von Glotocopso sp. pee 73106 wurde uber ARB Parsimony eingercchnet Der Balken entspricht 1% errechnetem
Sequenzunterschied.
4.3.3 Crinalium epipsammum PCC 9333
Die Gattung Crinalillm und die Gattung Gscillatoria, die weiter unten beschrieben wird, stehen
innerhalb der Ordnung Oscillatoriales (Castenholz, 1989) bzw. der Sektion III (Rippka et aL,
1979), in der filament6se Cyanobakterien zusanunengefal3t werden, die sich ausschliel3lich in
einer Ebene teilen und nur vegetative Zellen ohne Heterocysten (auf die Stickstoffixierung
spezialisierte Zellen) und Akineten (Oberdauerungsfonnen) bilden (Holt et aL, 1994).
Vertreter der Gattung Cn/lalium sind die einzigen filament6sen Cyanobakterien, deren
Trichome einen elliptischen Querschnitt aufweisen. Ansonsten besitzen sie ahnliche Merkmale
wie Vertreter der Gattung Gscillatoria (Holt et aL, 1994). 1m Katalog der Pasteur Culture
Collection ist der im llilhmen dieser Arbeit sequenzierte Stamm PCC 9333 der einzige
Vertreter der Gattung (Rippka und Herdman, 1992). Mittlerweile sind aber weitere Stiimme der
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Gammg Crinalium in Rein1:ultur gebracht worden (R. Rippka, personliche Mitteilulli). Eine
Sequenzierung dieser Stii.mrne soUte folgen. Damit konnte gezeigt werden, ob die Gruppierung
in einer gemeinsamen Gammg aufgrund des einen morphologischen Unterschieds auch auf
Ebene der 16S rRNS-Daten untersriitzt wird.
Weitere Sequenzen konnten auch dabei helfen, cine stabile Einordnung der 16S rRNS-Sequenz
von Cnnalium epipsonlmum PCC 9333 zu erreichen. Mit den bisher zur Verfugung stehenden
Daten war diese abhangig vom verwendeten Berechnungsverfahren, so daB letztencllich irn
Konsensusbaum (Ludwig et ai, 1998) vier Abstammungslinien auf einen gemeinsamen
Ursprung gesetzt wurden (Abbildung 4.6). Eine Verwandtschaft mit Chamaesiphon sp. PCC
7430, der die h6chste Sequenziibereinstirnrnung (91,4%) aufwies, erschien bei diesen
Berechnungen gegeben. Wurden allerdings mehr Sequenzen fur die Rekonstruktionen
eingesetzt, verlor Chamaesiphon sp. PCC 7430 seine Position neben Crinalium epipsamlluIII' PCC
9333 (W. Schonhuber, unver6ffentlichte Daten; Abbildung 4.3). Uber die Schwierigkeit,
Chamaesiphon sp. PCC 7430 in eine bestirnrnte Entwicklungslinie einzuordnen, war vorher
schon diskutiert worden (W. Ludwig, persollliche Mitteilung, M. Herdman, persbiilicbe MitteiIJmlJ.
Eine niihere Verwandtschaft zur Gammg Osci/latoria, wie die Ahnlichkeit in verschiedenen
phanorypischen Merkrnalen nahelegr, wird durch die vergleichende 16S rRL'\IS-Analyse
allerdings nicht untersriitzt.
4.3.4 Oscillatoria sp. PCC 7112
In der Gammg Oscillatoria werden filament6se Cyanobakterien der Ordnung Oscillatoriales
(siehe 4.3.3) zusammengefaBt, deren EinzelzeUen breiter als lang, also scheibenf6rrnig sind.
Von der iihnlichen Gammg Lyngbya unterscheiden sie sich durch Beweglichkeit und wenig
ausgepriigte bzw. feWende Hiillen (Rippka, 1988). Rippka und Herdman (1992) unterteilten die
Gammg bzw. Gruppe in funf Cluster, wobei der Stamm PCC 7112 zurn Cluster 2 geziiWt
wurde. Bereits die Ergebnisse friiherer Sequenzanalysen zeigten, daB die Gammg Oscillatoria
nicht monophyletischen Ursprungs ist (Wilmotte, 1994; Turner, 1997). Auch hier besteht die
Norwendigkeit, die Oscillatoria-Gruppe in verschiedene Gammgen aufzureilen (Turner, 1997,
M. Herdman, persbiiliche Mittdlul//). Der irn Rahmen dieser Arbeit sequenzierte Sranun
Oscilla/oria sp. PCC 7112 (vorgescWagen als Typstamm fur die Art Oscilla/aria nigro-viridis [Rippka
und Herdmann, 1992]) wies etwa 10% Sequenzunterschied zu allen anderen bekannten
Sequenzen von Oscilla/aria-Stii.mrnen auf, die ihrerseits untereinander auch nie mehr als 90%
iihnlich sind. Die Sequenz von Oscilla/aria sp. PCC 7112 fiel in eine Absranunungslinie mit
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TrichodesmiunJ sp. NIBB 1067, Arthrospira sp. PCC 7345, Arthrospira platensis PCC 8005 und
I,yngbya PCC 7419, die zu ihr Ahnlichkeiten von iiber 90% aufwiesen (Abbildung 4.6). Eine
ebenfalls in diese Linie fallende Sequenz von Oscillatoria agardhiiNTVA-CYA 18 (in der Pasteur
Culture Collection als Oscillatoria sp. PCC 7821 bezeichnet und zurn Cluster 5 gehorend
[Rippka und Herdman, 1992]) hat eine grof3ere phylogenetische Distanz als die vorgenannten
Organismen. Noch weiter entfernt steht ein weiterer fast vollstiindig sequenziener Oscillatoria-
Stamm aus der Samm1ung von Algenkulturen, Gottingen (SAG 8.92 CJl), der mit Microcoleus
sp. PCC 7420 und Chroococcidiopsis sp. PCC 7203 in eine Entwicklungslinie f:illt. Interessant
ware auch hier, mehrere Sequenzen von Organismen aus den einzelnen Clustern vergleichen
zu konnen, urn die Konstanz der Cluster beziiglich der 16S rRNS-Daten zu iibetpriifen.
Oscillatoria corallinae SAG 8.92 CJ 1
Microco/eus sp. pce 7420
Chroococcidiopsis sp. f'CC 7203
Synechococcus elongatus
Nodularia sp. pce 9350
Anabaenopsis sp. pce 9215
Nostoc muscorum pce 7120
Chamaesiphon sp. PCC 7430
Crinlllium epipssmmum sp. pee 9333





Umnothrix redekei Met 6705
Lyngbya sp. PCC 7419
Arthrospira sp. pce 7345
Trichodesmium sp. NIBS 1067
Atthrospira platensis pce 8005
Abbildung 4.6: Phylogenetiscber Stammbaum basierend auf 165 rRNS~Sequenzdatcn mit den beiden sequenzierten
Stimmen aus der Sektion III. Konsensusbaum der drei verscruedenen Rekonstruktionsverfahren (siehe 2.6.2). Der Balken




Wie die vergleichende Sequenzanalyse der 16S rRNS bei Cyanobakterien auch in dieser Arbeit
zeigte, liillt sich aufgrund der bisher vorgeschlagenen K1assifizierungsmerkmale fur
Cyanobakterien nicht unbedingt ein raxonomisches System verwirklichen, das mit der
phylogenetischen AhnJichkeit der Organismen einhergeht. Viele dieser Eigenschaften scheinen
fur eine Unterscheidung von Stiimmen zwar niitzlich, aber hinsichtlich einer Beschreibung von
Gattungen hinfaJJjg zu sein. Vielleicht sollte umgekehrt, ausgehend von der vergleichenden
Sequenzanalyse der 16S rRNS - in Ermangelung eines zum gegenwartigen Zeitpunkt besser
geeigneten und praktikableren phylogenetischen Markers -, versucht werden, weitere
phiinotypische bzw. genotypische Eigenschaften zu linden, die neben der Sequenzanalyse eine
vollstiindige Beschreibung von Gattungen im Sinne des polyphasischen Ansatzes (Wayne et aI.,
1987; Vandarnme et aI., 1996) erlauben.
Eine erste Auswahl der zu unrersuchenden Organismen konnte dabei mit der in dieser Arbeit
entwickelten Methode der in Jitu-Hybridisierung von Cyanobakterien erfolgen. Durch den
unterschiedlichen Konserviertheitsgtad einzelner Basen bzw. Basenabschnitte innerhalb der
Sequenz der 16S rRNS-Molekiile unterschiedlicher Organismen ist es moglich, Sonden zu
entwickeln, die spezifisch fur Gruppen verschiedener raxonomischer Ebenen sind (Amann et
aI., 1995). Werden nach dem sogenannten multiplen Sondenkonzept (Ludwig et aI., 1997) diese
Sonden nacheinander eingesetzt, sollte eine Identifizierung von der Domiine Bacteria bis
hinunter auf Artebene moglich sein (Ludwig et aI., 1998). Ausgehend Yom bestehenden
Datensatz an 16S rRNS-Sequenzen von Cyanobakterien sollte es mit Hilfe neu konstruierter
Sonden gelingen, erste Zuordnungen bereits vor der Sequenzierung zu erhalten, die sich dann
im Sinne einer raschen Aufkliirung der Diversitiit in den Starrunsammlungen zunachst auf an
den Sondenbindungsstellen abweichende, d. h. "neue" Organismen beschriinken konnte.
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In der vorliegenden Arbeit wurden Einzelzellen von Cyanobakterien mirtels 16S rRNS-
gerichteter Oligonukleotidsonden identifiziert. Dabei waren wegen der starken Autofluores-
zenz der Zellen, die eine Detektion mit direkt fluoreszenzmarkierten Sonden verhinderte,
andere Methoden der Hybridisierung anzuwenden beziehungsweise zu entwickeln. 1m
Mirtelpunkt standen dabei mit Meerrettichperoxidase markierte Sonden, die nach erfolgrer
Hybridisierung in einem weiteren Schritt in den hybridisierten Zellen detektiert werden
konnten.
Diese Detektion erfolgre zurn einen nichtfluoreszierend mit geeigneten chromogenen
Substraten, die in Anwesenheit von Meerrettichperoxidase und Wasserstoffperoxid als
Cosubstrat innerhalb hybridisierter Zellen durch oxidative Polymerisierung emen
FarbniederscWag bi!deten und so positive Hybridisierungsergebnisse anzeigren. In einer
zweiten Detektionsrnethode wurde die Fiihigkeit der Meerrettichperoxidase ausgenutzt,
phenolische Reste zu radika1isieren: Tyrarnid, das mit einem Ruorochrom gekoppelt war,
reagierte als Radikal innerhalb der Zellen mit elektronenreichen Arninosiiuren wie Tyrosin und
Tryptophan und band so das Fluorochrom kovalent an die Zelle. Da nun jedes tiber die Sonde
gebundene Molekiil Meerrettichperoxidase mehrere Tyrarnide urnsetzen konnte, kam es im
Vergleich zu direkt fluoreszenzmarkierten Sonden zu einer Signalverstiirkung. Durch digitale
Mikroskopie und DurchfluBzytomerrie wurden Verstiirkungsfaktoren zwischen zehn- und etwa
80fach bestimmt.
Zuniichst wurde die nichtfluoreszierende Identifizierungsmethode entwickelt und erfolgreich
angewandt. Auch die Signalverstiirkung der zweiten, auf Tyramid basierenden Methode reichte
aus, die Signale eindeutig tiber die Autofluoreszenz der Cyanobakterien zu heben. Fiir einige
Vertreter der Cyanobakterien war die Tyrarnid-Signal-Amplifikation sogar die einzige
Moglichkeit des Nachweises gebundener Sonden, wei! die ZaW der Ribosomen bzw. rRNS-
Molekiile nicht ausreichte, urn mit dem weniger sensitiven, nichtfluoreszierenden Nachweis ein
Signal zu erhalten.
Mit Hilfe neuentwickelter, cyanobakterienspezifischer Sonden wurden Fixierungsmethoden
und Vorbehandlungen systematisch an zahlreichen Reinkulturen der Pasteur Culture Collection
of Cyanobacteria untersucht, urn Aussagen tiber die Spezifitiiten und Anwendbarkeit der
Ganzzell- bzw. in Jitu-Hybridisierung fur Cyanobakterien treffen zu konnen.
Zudem wurden im fulhmen dieser Arbeit von funf Vertretem der Cyanobakterien die 16S





ChroococclIS sp. PCC 9340
0 UGAUCAUGGC UCAGGAUGAA CGCUGGCGGU AUGCCUAACA CAUGCAAGUC
50 GAACGGACUC UUCGGAGUUA GUGGCGGACG GGUGAGUAAC GCGUGAGAAU
100 CUGCCUUGAG GAUGGGGACA ACAGCGGGAA ACUGCUGCUA AUACCCAAUA
150 AGCUGAAAAG UGAAAGAUUU AUCGCCUGAA GAGGAGCUCG CGUCUGAUUA
200 GCUAGUUGGU GGAGUAAAAG UUUACCAAGG CGACGAUCAG UAGCUGGUCU
250 GAGAGGAUGA GCAGCCACAC UGGGACUGAG ACACGGCCCA GACUCCUACG
300 GGAGGCAGCA GUGGGGAAUU UUCCGCAAUG GGCGAAAGCC UGACGGAGCA
350 AUACCGCGUG AGGGAGGAAG GCUUUUGGGU UGUAAACCUC AAAACUUAGG
400 GAAGAAGAAA GUGACGGUAC CUAAUAUAAG CAUCGGCUAA CUCCGUGCCA
450 GCAGCCGCGG UAAGACGGAG GAUGCAAGCG UUAUCCGGAA UUAUUGGGCG
500 UAAAGCGUCC GCAGGUGGCU UUUCAAGUCU GAAGUCAAAG ACUGGAGCUU
550 AACUCCAGGA AGGCAGUGGA AACUGAGGAG CUAGAGUUCG GUAGGGGUAG
600 AGGGAAUUCC CAGUGUAGCG GUGAAAUGCG UAGAGAUUGG GAAGAACACC
650 AGUGGCGAAG GCGCUCUACU GGGCCGAAAC UGACACUCAG GGACGAAAGC
700 UAGGGGAGCG AAAGGGAUUA GAUACCCCUG UAGUCCUAGC UGUAAACGAU
750 GGAUACUAGG CGUAGCUUGU AUCGACCCGA GCUGUGCCGA AGCAAACGCG
800 UUAAGUAUCC CGCCUGGGGA GUACGCACGC AAGUGUGAAA CUCAAAGGAA
850 UUGACGGGGG CCCGCACAAG CGGUGGAGUA UGUGGUUUAA UUCGAUGCAA
900 CGCGAAGAAC CUUACCAGGG CUUGACAUUC GGCGAAUCUG CUUGAAAGAG
950 GAGAGUGCCC AUUGGGAGCG CCGUAACAGG UGGUGCAUGG CUGUCGUCAG
1000 CUCGUGUCGU GAGAUGUUGG GUUAAGUCCC GCAACGAGCG CAACCCUCGU
1050 CCUUAGUUGC CAUCAUUAAG UUGGGAACUC UAGGGAGACU GCCGGUGACA
1100 AACCGGAGGA AGGUGGGGAU GACGUCAAGU CAGCAUGCCC CUUACGUUCU
1150 GGGCUACACA CGUACUACAA UGGUAGGGAC AAAGGGCAGC AAACUCGAGA
1200 GGGUAAGCGA AUCCCAUCAA ACCCAGCCUC AGUUCAGAUU GCAGGCUGCA
1250 ACUCGCCUGC AUGAAGGAGG AAUCGCUAGU AAUCGCAGGU CAGCAUACUG
1300 CGGUGAAUUC GUUCCCGGGC CUUGUACACA CCGCCCGUCA CACCAUGGAA
1350 GCUGACCAUG CCCGAAGUCG UUACCCUAAC CGCAAGGAGG GGGAUGCCGA
1400 AGGCAGGGUU AGUGACUGGG GUGAAGUCGU AACA
Crinalitl1?l epipsa1?l1?lIl1?l PCC 9333
o UGAUCAUGGC UCAGGAUGAA CGCUGGCGGU CUGCUUAACA CAUGCAAGUC
50 GAACGGRUGU AGCAAUACAU UAGUGGCGGA CGGGUGAGUA ACGCGUGAGA
100 AUCUGGCUUU AGGUUCGGGA CAACCACUGG AAACGGUGGC UAAUACCGGA
150 UGUGCCGAAA GGUAAAAGGU UUACCGCCUG AAGAUGAGCU CGCGUCUGAU
200 UAGCUAGUUG GUGUGGUAAG AGCGCACCAA GGCGACGAUC AGUAGCUGGU
250 CUGAGAGGAU GAUCAGCCAC ACUGGGACUG AGACACGGCC CAGACUCCUA
300 CGGGAGGCAG CAGUGGGGAA UUUUCCGCAA UGGGCGAAAG CCUGACGGAG
350 CAAGACCGCG UGAGGGAGGA AGGCUCUUGG GUCGUAAACC UCUUUUCUCU
400 GGGAAUAAGA AAGUGAAGGU ACCAGAGGAA UCAGCAUCGG CUAACUCCGU
450 GCCAGCAGCC GCGGUAAUAC GGAGGAUGCA AGCGUUAUCC GGAAUGAUUG
500 GGCGUAAAGA GUCCGUAGGU GGUGAUUCAA GUCGAUUGUU AAAGAGCGGG
550 GCUUAACCCC GUAGAAGCAG UGGAAACUGA AUYACUAGAG AGAGGUAGGG
600 GUAGAGGGAA UUCCCGGUGU AGCGGUGAAA UGCGUAGAGA UCGGGAAGAA
650 CACCAGUGGC GAAAGCGCUC UACUGGACCU CAUCUGACAC UGAGGGACGA
700 AAGCUAGGGG AGCGAAAGGG AUUAGAUACC CCUGUAGUCC UAGCCGUAAA
750 CGAUGGAUAC UAGGUGUUGU CUGUAUCGAC CCGGACAGUG CCGUAGCUAA
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6Anhang
800 CGCGUUAAGU AUCCCGCCUG GGGAGUACGC ACGCAAGUGU GAAACUCAAA
850 GGAAUUGACG GGGGCCCGCA CAAGCGGUGG AGUAUGUGGU UUAAUUCGAU
900 GCAACGCGAA CAACCUUACC AGGGCUUGAC AUGUCUGGAA UCUUCGUGAA
950 AGCGAGGAGU GCCUUCGGGA ACCAGAACAC AGGUGGUGCA UGGCUGUCGU
1000 CAGCUCGUGU CGUGAGAUGU UGGGUUAAGU CCCGCAACGA GCGCAACCCU
1050 CGUCCUAAGU UGCCAGCAUU AAGUUGGGCA CUCUGAGGAG ACUGCCGGUG
1100 ACAAACCGGA GGAAGGUGGG GAUGACGUCA AGUCAGCAUG CCCCUUACGU
1150 CCUGGGCUAC ACACGUACUA CAAUGCUACG GACAAAGGGC AGCCAACCAG
1200 CGAUGGUGAG CAAAUCCCAU AAACCGUGGC UCAGUUCAGA UUGCAGGCUG
1250 CAACUCGCCU GCAUGAAGGU GGAAUCGCUA GUAAUCGCCG GUCAGCAUAC
1300 GGCGGUGAAU UCGUUCCCGG GCCUUGUACA CACCGCCCGU CACACCAUGG
1350 GAGCUGGUCA UGCCCGAAGU CGUUACCCUA ACCUGUAAAG GAGGGGGAUG
1400 CCGAAGGCAG GGCUGGUGAC UGGGGUGAAG UCGUAACAAG GUA
Gscilla/oria sp. PCC 7112
o UGAUCAUGGC UCAGGAUGAA CGCUGGCGGU CUGCUUAACA CAUGCAAGUC
50 GAACGGAGUA GAAAUACUUA GUGGCGGACG GGUGAGUAAC GCGUGAGAAU
100 CUGCCUUCAG GACGGAGACA ACAGUUGGAA ACGACUGCUA AGCCCCGAUG
150 AACCGAAAGG GAAAAUAUUU AUAGCCUGAA GAUGAGCUCG CGUCCGAUUA
200 GCUAGUUGGC GGAGUAAAAG CCCACCAAGG CGACGAUCGG UAGCUGGUCU
250 GAGAGGACGA UCAGCCACAC UGGGACUGAG ACACGGCCCA GACUCCUACG
300 GGAGGCAGCA GUGGGGAAUU UUCCGCAAUG GGCGAAAGCC UGACGGAGCA
350 AGACCGCGUG GGGGAAGAAG GCUCUUGGGU UGUAAACCCC UUUUCUCUGG
400 GAAGAAAGUU GUGAAAGCAA CCUGACGGUA CCAGAGGAAU CAGCAUCGGC
450 UAACUCCGUG CCAGCAGCCG CGGUAAGACG GAGGAUGCAA GCGUUAUCCG
500 GAAUGAUUGG GCGUAAAGCG UCCGCAGGUG GCAGUUCAAG UCUGCUGUCA
550 AAGACCGGGG CUUAACUUCG GAAAGGCAGU GGAAACUGAA CAGCUAGAGU
600 AUGGUAGGGG CAGAAGGAAU UCCUGGUGUA GCGGUGAAAU GCCUAGAGAU
650 CAGGAAGAAC AUCGGUGGCG AAGGCGCUCU GCUGGACCAU ACUGCACUCA
700 GGGACGAAAG CUAGGGGAGC GAAUGGGAUU AGAUACCCCA GUAGUCCUAG
750 CCGUAAACGA UGGAUACUAG GUGUUGUCUG UAUCGACCCG GACAGUGCCG
800 UAGCUAACGC GUUAAGUAUC CCGCCUGGGG AGUACGCACG CAAGUGUGAA
850 ACUCAAAGGA AUUGACGGGG GCCCGCACAA GCGGUGGAGU AUGUGGUUUA
900 AUUCGAUGCA ACGCGAAGAA CCUUACCAGG ACUUGACAUG UCGCGAAUCU
950 UCUGGAAACA GAGGAGUGCC UUCGGGAGCG CGAACACAGG UGGUGCAUGG
1000 CUGUCGUCAG CUCGUGUCGU GAGAUGUUGG GUUAAGUCCC GCAACGAGCG
1050 CAACCCUCGU GUUUAGUUGC CAUCAUUAAG UUGGGCACUC UAAACAGACU
1100 GCCGGUGACA AACCGGAGGA AGGUGGGGAU GACGUCAAGU CAGCAUGCCC
1150 CUUACGUUCU GGGCUACACA CGUACUACAA UGGUAGGGAC AGAGGGCAGC
1200 CAACCCGCGA GGGCGAGCUA AUCCCGUAAA CCCUGCCUCA GUUCAGAUUG
1250 CAGGCUGCAA CUCGCCUGCA UGAAGGCGGA AUCGCUAGUA AUCGCAGGUC
1300 AGCAUACUGC GGUGAAUCCG UUCCCGGGCC UUGUACACAC CGCCCGUCAC
1350 ACCAUGGAAG UUGGCCACGC CCGAAGUCAU UACUCUAACC UUUCGAGGAG
1400 GAGGAUGCCG AAGGCAGGGC UGAUGACUGG GGUGAAGUCG UAACAGG
Synechococct(S sp. PCC 7001
0 UAGAGUUUGA UCAUGGCUCA GGAUGAACGC UGGCGGCGUG CUUAACACAU
50 GCAAGUCGAA CGCACCUUCG GGUGAGUGGC GGACGGGUGA GUAACGCGUG
100 AGAAUCUGCC CCAAGGAGGG GGAUAACGGC UGGAAACGGC CGCUAAUACC
150 CCAUAUGCCG AGAGGUGAAA CGAGUAUUCG CCUUGGGAUG AGCUCGCGUC
200 UGAUUAGCUA GUUGGUGGGG UAAGAGCCUA CCAAGGCAUC GAUCAGUAGC
250 UGGUCUGAGA GGAUGAUCAG CCACACUGGG ACUGAGACAC GGCCCAGACU
300 CCUACGGGAG GCAGCAGUGG GGAAUUUUCC GCAAUGGGCG AAAGCCUGAC
350 GGAGCAACGC CGCGUGAGGG AUGAAGGCCU CUGGGCUGUA AACCUCUUUU
110
400 CUCAAGGAAG AAGAUCUGAC GGUACUUGAG GAAUAAGCCA CGGCUAAUUC
450 CGUGCCAGCA GCCGCGGUAA UACGGGAGUG GCAAGCGUUA UCCGGAAUUA
500 UUGGGCGUAA AGCGUCCGCA GGCGGCCUUG AAAGUCUGUU GUUAAAGCGU
550 GGAGCUUAAC UCCAUUUCAG CAAUGGAAAC UAGAAGGCUA GAGUGUGGUA
600 GGGGCAGAGG GAAUUCCCGG UGUAGCGGUG AAAUGCGUAG AUAUCGGGAA
650 GAACACCAGU GGCGAAGGCG CUCUGCUGGG CCAUAACUGA CGCUCAUGGA
700 CGAAAGCCAG GGGAGCGAAA GGGAUUAGAU ACCCCUGUAG UCCUGGCCGU
750 AAACGAUGAA CACUAGGUGU CGGGGGAAUC GACCCCCUCG GUGUCGUAGC
800 CAACGCGUUA AGUGUUCCGC CUGGGGAGUA CGCACGCAAG UGUGAAACUC
850 AAAGGAAUUG ACGGGGGCCC GCACAAGCGG UGGAGUAUGU GGUUUAAUUC
900 GAUGCAACCG CGAAGAACCU UACCAGGGUU UGACAUCCUG CGAAUCCCUU
950 GGAAACUUGG GAGUGCCUUC GGGAGCGCAG AGACAGGUGG UGCAUGGCUG
1000 UCGUCAGCUC GUGUCGUGAG AUGUUGGGUU AAGUCCCGCA ACGAGCGCAA
1050 CCCACGUCUU UAGUUGCCAG CAUUGAGUUG GGCACUCUAG AGAGACCGCC
1100 GGUGAUAAAC CGGAGGAAGG UGUGGAUGAC GUCAAGUCAU CAUGCCCCUU
1150 ACAUCCUGGG CUACACACGU ACUACAAUGC UACGGACAAA GGGCAGCAAA
1200 CUCGCGAGAG CUAGCAAAUC CCAUAAACCG UGGCUCAGUU CAGAUCGUAG
1250 GCUGCAACUC GCCUACGUGA AGGAGGAAUC GCUAGUAAUC GCAGGUCAGC
1300 AUACUGCGGU GAAUACGUUC CCGGGCCUUG UACACACCGC CCGUCACACC
1350 AUGGAAGUUG GCCACGCCCG AAGUCGUUAC UCCAACCCUU GUGGAGGAGG
1400 ACGCCGAAGG UGGGGCUGAU GACUGGGGUG AAGUCGUAAC AAGGUAA
SynechococctlJ sp. PCC 7335
0 UGAUCAUGGC UCAGGAUGAA CGCUGGCGGC GUGCUUAACA CAUGCAAGUC
50 GAACGGACCU UUUCGGAGGU UAGUGGCGGA CGGGUGAGUA ACGCGUGAGG
100 AUCUGCCUAU AGGAUGGGGA CAACAGGGAG AAAUUCCUGC UAACACCCGA
150 UGUGCCGAGA GGUGAAAUAU UAAUAGCCUG UAGAUGAGCU CGCGUCUGAU
200 UAGCUAGUUG GUGGGGUAAA GGCUUACCAA GGCGACGAUC AGUAGCUGGU
250 CUGAGAGGAC GAUCAGCCAC ACUGGGACUG AGACACGGCC CAGACUCCUA
300 CGGGAGGCAG CAGUGGGGAA UUUUCCGCAA UGGGCGCAAG CCUGACGGAG
350 CAACGCCGCG UGAGGGAGGA AGGCCUGUGG GUUGUAAACC UCUUUUCUCA
400 GGGAAGAAGA UUCUGACGGU ACCUGAGGAA UCAGCAUCGG CUAACUCCGU
450 GCCAGCAGCC GCGGUAAGAC GGAGGAUGCA AGCGUUAUCC GGAAUUAUUG
500 GGCGUAAAGC GUCCGUAGGC GGUUUAGAAA GUCAGUUGUU AAAGCCCACA
550 GCUCAACUGU GGAUGGGCAA UUGAAACUAC UAGACUAGAG AGUGGUAGGG
600 GUAGAGGGAA UUCCUAGUGU AGCGGUGAAA UGCGUAGAUA UUAGGAAGAA
650 CACCAGUGGC GAAGGCGCUC UACUGGGCCA UUACUGACGC UGAUGGACGA
700 AAGCUAGGGG AGCGAAAGGG AUUAGAUACC CCUGUAGUCC UAGCUGUAAA
750 CGAUGGACAC UAGGUGUUGC GCGUAUCGAC CCGUGCAGUA UCGAAGCAAA
800 CGCGUUAAGU GUCCCGCCUG GGGAGUACGC ACGCAAGUGU GAAACUCAAA
850 GGAAUUGACG GGGGCCCGCA CAAGCGGUGG AGUAUGUGGU UUAAUUCGAU
900 GCAACGCGAA GAACCUUACC AGGGAUUGAC AUCCUACGAA GACUUUUGAA
950 AGAGAGUUGU GCCUUCGGGA ACGUAGAGAC AGGUGGUGCA UGGCUGUCGU
1000 CAGCUCGUGU CGUGAGAUGU UGGGUUAAGU CCCGCAACGA GCGCAACCCU
1050 CGUCCUUAGU UGCCAUCAUU AAGUUGGGCA CUUUAAGGAG ACUGCCGGUG
1100 ACAAACCGGA GGAAGGUGGG GAUGACGUCA AGUCAUCAUG CCCCUUACAU
1150 CCUGGGCUAC ACACGUACUA CAAUGCAACG GACAAAGGGC AGCCAACUAG
1200 CGAUAGUGAG CUAAUCCCAU AAACCGUUGC UCAGUUCAGA UUGCAGGCUG
1250 CAACUCGCCU GCAUGAAGGC GGAAUCGCUA GUAAUCGCAG GUCAGCAUAC
1300 UGCGGUGAAU ACGUUCCCGG GCCUUGUACA CACCGCCCGU CACACCAUGG
1350 AAGUUGGCCA CGCCCGAAGU CGUUACCCCA ACCCUUGUGG AGGGGGACGC
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